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INTRODUCCION

Las toxioas son metabolitos de los hongos y son venenosos para los animales y
preswniblemente para el hombre, siendo conocidos como micotoxinas. Especialmente se han
enfocado los estudios en las aflatoxinas por sus propiedades carcinogendticas y su presencia en
muchos alimentos.

La contaminacion por micoloxinas en los alimentos se debe a que los hongos colonizan
s plantas, flores y frutos; Las toxinas no se forman durante el crecimiento del hongo, sino hasta
después de 48 horas de la germinacién de la espors. Entonces en ol momenio del
almacenamiento, y con ciesto porcontaje de humedad producen sus sustancias venenosas,
permaneciendo las esporas activas hasta la preparacién de los formjes o de los productos
alimeaticios.

Las micoloxinas son producidas por el género Aspergillus y en especial las aflatoxinaa
son un grupo de metabolitos secundarios que se forman después do la fase logaritmica de
crecimiento del hongo Aspergilfvs flavus . La palabra aflatoxina se deriva de las primeras letras
del hongo 4. flavws seguida de la palabra toxina. Se encientran, como contaminantes naturales
en muchos tipos de alimentos, como del cacahuate también en la barina do semilla de algodon,
ol mafz, la mandiocs, el arroz, los frijoles, el trigo, el sorgo, la cebada y otros.

Ain cuando 1as aflatoxinas constituyen un campo de investigacion extenso, no han sido
estudiadas en plantas medicinales como lo es 1a Matricaria chamomilla, mejor conocida como
“Manzanilla”.

Se ha observado que los factores que influyen en la produccién de aflatoxinas 1o actiian
individualmente sino como un todo. La cantidad do indculo, temperatura, humedad del sustrato,
condiciones fisicas del sustrato y crecimiento de otros hongos también interfiere en cuestion de



homs. El factor mas importante en el desarrollo y produccion de las aflatoxinas del 4. flavus es
1a humedad que circunda el substrato natural.

Hay doce tipos diferentes de aflatoxines: By, By, Gy, G, My, My, GMy, By, G, P, Q1
y flatoxicol. Laa aflatoxinas mas importantes son B y Gy debido a s toxicidad, en segundo
plano son By y Gy.

Los andlisis que se realizan para la delexminacion de aflatoxinas son métodos
fisicoquimicos, mélodos inmunoquimicos y métodos biolégicos. La cromatografin en capa fina
(CCF) es un método fisicoquimico quo se emplea en Ia deteruinacidn de aflatoxinag en la
manzanills, obleniendo resultados semicuantitativos debido a que la comparacién do la muestra
a analizar se hace con 4 estAndares do aftatoxinas (B;, B;, Gi y Gy) de concentraciones de 5, 10,
15 y 20 ppb; se observan las placas en luz UV y se comparan la muestra con el estdndar y de
acuerdo & la intensidad de las manchas se obtienen los resultados.

Por lo tanto, en este trabajo de tesis uno de los objetivos es la identificacion de esto
género y la determinacién semicuantitativa de aflatoxinas en la Matricaria chamomilla,
demostrando que la manzanills puede tener aflatoxinas aunque pase por una esterilizacién
comercial, ya que son moléculas relativamento catables al calor.
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OBJETIVOS

1) Cuantificar esporas e identificar el género gp_eml_ly_.g en la Matricaria chamomilla
de las marcas comerciales nacionales y de las muestras a granel deshidmtadas.

2) Determinar ia presencia de aflatoxinas en la Matricaria chamomilla, en bolsitas do
marcas comarcialos nacionales y en mueatras a granel deshidratadas,

3) Destacar la importancia sanitaria y de almacenamiento de 1a Matricaria chamomilla
n preseataciones comerciales.



CAPITULO
i



ANTECEDENTES DE LA Matricarla_chamopilly

3.1 GENERALIDADEFS DE LAS PLANTAS MEDICINALES,

1.os juicios acerca de los logros de la medicina indigena han sido por lo regular, y deade
el momento mismo del choque de ewropeos y americanos, tremendamente exagerados. Se
afirma la existencia de curas milagrosas, de hierbas con propiedades extraordinarias, o so niega
a los indigonas la capacidad intelectual suficiente pama haber oblenido un elomental
conocimiento de los efectos simples sobre el organismo, Ambos extremos son absurdos. Un
antiguo conocimiento médico de la flora (y en menor escala de 1a fauna) en las diferentes zonas
geograficas de Mesoamérica, indudablemente pudo eariquecer de manern considerable la
farmacopea de los conquistadores, en igual forma que una mentalidad fija en lus teorins
midicas de su época impidio a éstos valorar debidamente las cocrespondientos a las culturas de
los conquistados (16).

En la mayoria de 1as culturas antiguas, la enfermedad se consideruba un castigo de los
dioses, y los curanderos trataban a os enfermos a base de conjuros y ritos que inclulan lo que
para ellos eran pocimas mégicas (infusiones) proparadas con planias locales, Usar magia y
religién como dos ritos fundamentales en su empleo, los practicantes de medicina tradicional
syudaban a conceptualizar la realided Witima de su cultura y todes las actividades queo
personifican. Es muy probable que en un priucipio escogieran esas plantas por su color, ofor,
forma o rareza, peco al paso del tiempo debieron advertir quo unas daban mejor resultados que
olras para aliviar detenminadas doloncias, y esos conocimientos se fueron transmitiendo a través
de las generaciones (2, 27),

Se puede identificar tres tipos do practicantes de medicina tradicional y 1a extension do
su wso de plantas medicinales. Primero, los herbolarios son aquellos quicnes disfrutan del
prestigio y reputacion de ser los practicanies reales de la medicina tradicional, Segundo, lés
curanderos  divinos son aquellos cuya prictica deponde do sus pretendidos poderes



sobrennturales de diagnostico. Tervero, el doctor brujo es quien se da crédito con la habilidad de
interceptar Joa hechos malignos de vna bruja o exorcizar el espirits malo que posec el paciente

@)

Fn los 1iltimos decenios, no obstanle, la Fitolerdpia ha comenzado a recuperar el puesto
de antafio que tenia junto a otros métodos curalivos alumbrada por nuevos conocimientos
cientificos y apoyada en un andlisis objetivo; se ha ido despojando de la carga cmocioual y
mitica que por tanio tiempo arrastro consigo (27).

La utilidad de las drogas usadas en Mesoamérica todavia estin en gran parte por
descubrirse. Indudablemente los modemos esfudios bioquimicos pueden oblener productos
aprovechables en la lucha contra 1a enfermedad, el dolor y Ia muerte, entre otros muchos que sin
duda habrin de ser rechazados como indtiles absolutamente.

Junto a estog elementos tan extendidos y que deben suponerse muy antiguos, se
encuentran  otros  intimamente ligados al pensamiento religioso  mescamcricano
{especificamente nihuatl) de} periodo posiclsico y por iltimo, hay una tmdicion peculiar,
determinada por la geografia, que en cada zona cret una farmacopea con la flora, la fauna y los
minorales que el pueblo tenia a su alcance (16).

3.2 LASPLANTAS MEDICINALES EN FORMA DE INFUSION.

Algunoa de los tratamientos con plantas medicinales que se empleaban en su mayoria
eran en forma de infusiones, que ain en 1a actualidad se utilizan.

INFUSION es una opesacion farmacéutica de verter agua hirviendo sobre drogas
vegetales para oblener sus principios activos medicamentosoa (9).



Las plantas medicmales y sus partes son una fuente prisinria de productos pasa la
industria fanmacentica. Se usan cantidades grandes en I preparacion de infusiones y
decocciones, en palses en desarrollo; donde la medicina tradicional es todavia de gran ayuda,
tertulia e importancia econdmica y en los palses industrializados, donde alguna vez la poblacion

proporciono el crecimicnta de uso de drogas crudas para la medicacion misma (21).

3.3 GENERALIDADUS DEL TE.

El71é es una infusion de hojas, flores frescas o secas de diferentes plantas, obteniéndose

una bebida aromaAtica y en ocasiones se considera medicinal (8).

L.as plantas que se utilizan para preparar 1 se pueden cultivar bajo una amplia variedad
de condhciones climaticas, desde mediterraneas hasta tropicales. En términos generales, cuanto
mas cercana 8l ecuador se encuentre la zona de cultivo de plantas para preparar té, mayor

altitud serd necesaria para conseguir un nivel detenninado de calidad (28).

En rouchos palses en desarrollo, el té es importante como fitente de divisaa y como
fuente de empleo y de ingresos para muchos habitantes de las zonas surales. Fn la conferencin
de lns Nacrones Unidas sobre Comercio y Desarrollo, se examind la posibilidad de aumentar el
valor de las exportacionea de té de los paises en desamrollo, en primer lugar, mejorando o
cnmbundo la formia en que se comercializa el té a granel y, en segundo lugar, elaborando el t4
antes de s exportacion, elevando asi el valor afiadido (22).

3.3.1 Té agrancl y T¢ elaborado.

TE A GRANEL: Después de la recoleccion, el té se manufuclura rapidamente en el
lngar do produccion o cerca del mismo, antes de que se deteriore, Se clasifica el 16 en diferentes
calidades antes de envasarlo en cajas de unos 50 kg. y enviarlo pam subastarlo o wenderlo

Birectanentie s unesciador (22).

9



TE BLABORADO: La elaboracion puede conaisr unicamente en b mescla de
diferentes calidades de 16 antes de 1a venta a grancl. El término elaboracion se utiliza para
describir la mezcla y el envasado del € eu pacquetes y bolsitas pasa Ia vents, achvidad que
puede realizarse en el pais exportador o en el paty waportador, lambien shasca la fabricacon Je

& soluble, que puede realizarse directaniente con t recien recogrdu o cou te elibatado <10

3.3.2 Calidad del té,

Todos los derivados naturales (productos puros, extractos y medicamentos crudos)
deben satisfacer un requisito definido: deben tener una calidad estandarizada, que puede
gamntizar I consistencia de sus propiedades fannacologicas yn ommioléphicas 81 xe asacu el
concepto de regulasizacion para productos puros, medicamentos cnidos y exuactos, con s
seric de parAmetros como: origen de! medicamento, perfodos de recoleccion, wdentifisacion,
determinacién cuantitativa de los componentes activos, propiedades quimico flsicas (ptt
solidos totales), contaminantes externos (metales toxicos, pesticnlas), contentdo miembiologico

¢ impurezas del potencial; se obtendria una excelente calidad (21)

E1 ¢ elaborado se clasifica en un gran atmero de grados, i fo que no extste un mdice
vinico para la medicion de la calidad. La caliilad del t¢ varia considerableiente segin el ongen,
el tipo de manufacturs y la época del aflo. Debido & que el e es higroscopa tes decn e
absorbe con facilided la humedad del ambiente), no se puede almacear durante pertodos
prolongados en la mayoria de los palses productores. La vida del te es también nun lungtada en
comparacion eon la de otros productos bsicos tales como el café; el t¢ conuenza a detenomrse
después de cuatro o cinco meses, e ineliso la calidad puede tesulta afectida s el e se wunta

dumnte un lapso que exceda de seis a ocho meses (22, 28).



3.3.2.1 Métodos de sanitizacion

1.a preservacién de los alimentos estd asociadn con el tratamiento externo aplicado pam
lograr una mayor duracion o una mejor catidad del producto, actualinente podemoy reunir estos

métodos en siete grupos espectficos (26):

1. Mangjo aséptico

2. Calor

3. Temperaturas bajas
4. Deshidratacion

5. Presion osmdtica

6. Quimicos
7. Radiaciones

Dichios sisternas de conservacion se basan en uno o mds de los siguientes principios:

s) Prevencion o eliminacion de contaminantes.
b) Inhibicion del desarrollo y metabolismo microbiano (aceidn microbiostatica).
¢) Muerte de los microorganismos (accion microbicida).

Todos buscan mantener las caracteristicas originales del producto por el mayor tiempo
posible (26).

Para la aplicacion que nos interesa, trea de estos grupos pudieran ser utilizados: a) calor,
b) deshidratacion, c) radiaciones.

El tratamiento por calor lo encontramos como uno de los mas usados, ya que la
tesuperatura elevada es uno de los métodos mAs seguros y faciles para conservar los alimentos,
pudiendo aplicarse a una amplia gama de productos. Esie puede subdividiree en tres sistemas
especificos (26):



a) Ebullicién
b) Vapor a presion

c) Pasteurizacion

El calor se emplea para destruir los microorganismos existentes eu latas, frascos y obos
recipicntes destinados a contener alimentos; 1a preservacion de eslos por calor requicre que sea
conocida 1 resistencia de los microorganismos al calor; en particular las esporas (las cuales son

ni4s resistentes), ya que la muerte de la flora microbiena es una relacion entie el lenpo y I

temperatura do proceso (26).

Uno do loa procesos mAs usados en la industria, e ef conocido como pasteurizacion, el
cual consiste en elevar la temperatura do un liquido aproximadamenle a 62°C, durante 30
minutos y posteriormente enfriarlo bruscaments.

Apesar de todas sus ventajas, uno de los principales problemas del tratamiento con altas
temperaturas, es que no todos los alimentos conservan su bwen sabor, caracteristicas

organoléplicas o su valor nutritivo al ser procesados.
3.3.2.1,1 Métodos alternos para la sanitizacién de especias.
Algunoa métodos alternativoa potencinles para la reduccion de Ia cargn microbiana en
especias, incluyen imdiacin con myos gamma, trtamiento por medio de microondas,

deshidratacion y exposicion al éxido de propileno o bromuro de metilo (7)

El uso de este gas es amplianente preferido para el control de microorgamisinos ciumido

¢s comparado con cualquiers de los métodos altemon,

La irradiacion con rayos gamma eg efectiva para reducir la flora microbiana de una gran
cantidad de eapecias sin afectar su calidad (s uso esta aprobado por Ia FDA), la irmadiacion



con ruyos gainma es considerada tan efectiva como el 6xido de etileno (OF) para el controd de
contaminaciones microbiologicas, apesar de esto, muchon procesadores do alimentos se niegan
a aceplar especias tratadas con cate método, debido a que no quieren arricsgarso a una respucsta
adversa de los consumidores hacia sus productos (7).

Debido a sus estrictas normas ecoldgicas y de medicina ocupacional en California, se ha
generado gran interés para usar dxido de propileno en ves de éxido de etileno para sanitizar
especias, El éxido de propileno es 10 veces menos 1dxico que el 6xido de etileno, sin embaigo
la Environmental Profection Agency (EPA) estima que o] éxido de propileno es menos efectivo
que el oxido de etileno como esterilizante, ya que es de menor reactividad y menos penetrante
que el Oxido de elileno, ademAs de ser mas dificil de remover con aireacion despuds del
tratamieato (7).

Los otros mélodos son mucho menos efectivos que el oxido de etileno para la reduccion
do I carga microbiana en especias.

Otra limitante para el cambio de método de sanitizacion es el impacto econémico que
éste trae consigo, desdo la inversién en modificar las chmaras do 6xido de elileno a que
funcionen con 6xido do propileno, hasta 1a campafia oducacional al consumidor y que ésto
acepie ain prejuicios las eapocias irradindas con rayos gamma (7).

Hay pocos agenies o tal vez ninguno, que sean sustitutos totalmente confiables del OF
para usos regulados por la EPA y 1a FDA, el OF paroce tener uso presente y fsturo en la ruma
alimenticia. '



3.3.2.2 Factores de contamiuacion que alteran {a calidad del t¢.

3.3.2.2.1 Suelo.

Asf como el almacenamiento puede provocar contaminacion microbiana y niicotoxinas,
tarnbién puode haberla antes de que las plantas sean obtenidas o coscchndas, como lo es b
contaminacion proveniente del medio ambiento. Pocos ambientes tienen tanta variedad de
microorganismos como €8 el suelo; éste es una mercla microscopica formada por miles de
millones de bacterias, hongos y virus, los cuales siempre estan en condiciones de contaminar Jas
supetficies de las plantas que shi crecen (7, 26).

33222 Agua.

También influye la contaminacion proveniente del agua; cominmente existe dentro flora
microbiana, de los géneros Streptococos, Enterobacter y Escherichia, que aungue no son flora
nomal de agua, son contaminanies muy comunes y afectan facilmente al ser humano (4).

*

3.3.3 Elementos de distribucién de (¢,

El té, como otroa productos basicos elaborados, pasa par varios intermediarios antes de
Hegar al consumidor final. La estructura mis comiin abarca cinco personas: el productor, el
agente, el mezclador, e} mayorista y el minorista. Como el agenfe, on general, actiia cn nombre
del productos (es decir, que e} té rara vez llega a ser propiedad del agente), el & propiamenie
dicho s6lo esté presents en tres transacciones. Recientemente se ha reducido, en algunos casos,
ol nimero de intermediarios. Pam las ventas divectas, es posible que los agentes no sean
necesarios y, pos otra parte, se ha observado que los mezcladores tionden cada vez mAs a vender

directasnente a tos minoristas, con lo que el nlinero de tmnsacciones se reduce & dos. Pos



supuesto, la estructura varla considerablemente segin los patses y segin los mezeladores. Loy
pequefios mezcladores a veces compran t a los comercianies en lugar de entrar en el mercado,

y aun los mezcladores importantes recurren a los comerciantes para complementar sus

existencias (22). Ver la figura 3.3.3.

CONTRATO A PLAZO

PRODUCTOR
AGENTE DE VENTA
EN PLANTACION SUBASTAS
AN
COMPRA
COMERCIANTE
4

MEZCLADOR/

ENVASADOR

MAYORISTA

\-————s MINORISTA

CONSUMIDOR

Fig 3 3.3, Elementos que intervienen en la produccion y distribucion del té (22).



3.3.4 Presentaclones comerciales del 12,

Otroa cambios imporiantes han surgido de ln creciente bitaqueda de los alimentos de
facil preparacién, como por ejemplo, la bolsa de ¢, inventada por un importador, que puso
muesiras de su producto en bolsitas, faciles de mancjar (7)

E} consumo cada vez mayor de 16 cn bolsitas y soluble reduce de hecho 1a cantidnd Je te
que se precisa por taza y eleva también I demanda de los tés ordinarios (mAs baratos) a
expensas de los de alta calidad (28).

Una encuesta dirigida por la Asociacién Americana del Té, mostrd que para 1970, las
bolsitas de 16 acaparaban el 48.3% del morcado, el instantaneo tendn un 30.7%, las mezclas del
instantAneo (que ya conticnen endulzantes, colorantes y saborizantes) contaban con un 15 1%, y
el t¢ a granel solo tenla un 7.9% del mercado totat. El t en bolsitas representa alrededor de
10% del volumen del consumo mundial y entre fos factores que parecen haber estimulado ol
consumo de té soluble figuran la comodidad de su uso como refrescos y la creciente utilizacion
genemlizads de las mAquinas vendedodas (7, 28).

E1 1 sigue siendo una bebida relativamente barata en loa paises desarrollados, donde
compiten con muchas bebidas que tratan de reemplazarla. En la proyeccion se tiene en cuenta la
escasez de insumos esenciales, como son los fertilizantes, asl como la consiguiente contraccion
de las utilidedes de los productores (28).

3.4 TE DE MANZANILLA (Matricaria chamomilla).
1.4 Matricaria chamomilla, mejor conocida como “manzanilla”, es la traduceron del

griego “chamaimelon” que es manzana de lieera 0 enana, y do ahi el diminutivo manzanilla,
aludiondo a la forma de! botén floml de la cabezela o, segin Plinio, a cierto olor a manzana



que despiden las flores. Matricaria so origina a su voz do “matric"”, la matriz, porque eetan
plantas se considenaron exoelentes par este Grgano (10).

3.4.1 Doscripcién

La Matricaria chamomilla es una hierba anual de 20 a 50 cm de alturs, mAs o menos
ramosa, lampifia, con las hojas profundamente divididas en lacinias muy finas, filiformes, y con
las ramitas terminadas en cabezuelas de botdn amarillo dorado y ligulas biancas. Lo que rodea
1a cabezuela eath formado por hojitas verdes orlsdes, cada una de ellas, por una membmnita
incolora o rubia. El boton floral sf se corta a lo largo, se ve que las flosecitas que Jo forman 8o
infieren sobre un receptdculo cdnico, hueco. Bl tallo y las hojas de eata plania saben a hiecba, y
son aroméAticas. Las flores son un poco amargas y despiden el caracteristico olor a manzanilla,
La floracion es a partir del mes de abril, y prosigue floreciendo duranle buena parte de ls
primavera y hasta en verano en las tierras altas. La manzanilla pertenece & la familia de las

ocompuestas (8, 10).

Fig. 3.4.1. Baquema de la Matricaria chamomilla (27).
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3.4.2 Recoleccibn.

Para Ia recoleccion debe elegirse un dia sereno y recoger la planta cuando el sol estd yn
enlo alto, desde media mafiana hasta e] atardecer. Sdlo se guardan las cabezuelas, con la menor
parte posible de su cabillo. T.as cabezuelas asl recogidas se extienden sobre papeles, en lugar
ventilado y a la sombra. Tanto el amarillo del boton central de la cabezuels como la blancura de
la corona de ligulas han de conservarse en toda su pureza después de secas las cabezuelas. Con
ellas se lenan saquitos de tela, y se guardan en cajas bien tapadas y en lugar seco (10).

3.4.3 Camposkion.

La Matricaria chamomilla ha sido muy estudiada y su composicién es muy compleja.
El més impostante de sus producios es [a esencia,, que se saca de las cabezuelas, por
deatilacién, en cantidades variables. La esencia de manzanilla se compone de un hidrocarburo y
de un skeobol sesquiterpénico, un alooho! triclclico, otroa alcoholes terciarios en su mayor parte
diclclicos, sl como del Namado camazuleno, con un anillo de siele dtomos de carbono
combinado con otro de cinco (10).

Adomds de Ia esencia, en 1as cabezuclas de la manzanilla se han hallado el Acido
salicilico, un &cido octilico, apigenina, umbeliferona y el étes metilico de Is misma, pequedias
cantidades de dioxicumarine, un glucosido amorfo (que por hidrolisis da apigenina),
substancias reainosas, con triscontano, fitosterina, otro glucodsido fitostesinico, etc. En la
manzanilla se encuentran notables cantidades de vitamina C; en la planta florida y desecada,
hasta 0.73%.

3.4.4 Propicdades farmacolégicas.

La Matricaria chamomilla es antispasmédica (esta facultad se atribuye a la apigenina),

sednte, y se utiliza principaliuente en los tmstomos de tipo nervioso de mujeres y niftos; en
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ellas, sobre todo, cuando sufren las molestias de sus perlodos menstruales. Es también
eatimulante de la digestion. Actia favoreciendo los movimientos peristalticos del intestino y,
por lotanto, tienen propiodades carminativus {expulsion de gases del estémago o intesting). En
la manzanilla se han reconocido moderadamente faculladea desenaibilizantes o
antiliigtaminicas, con Ins cuales se combaten ciertos estados alérgicos. Bl camazuleno o azuleno
de la manzanilia se utiliza actualmente en soluciones al 2% para combatir el asma bronquial de

Jos nifios, en inyeccidn intramuscular (10).

3.4.5 Usos.

|.a forma mAs corriente de administrar Ia Matricaria chamomilla es en infusion, que se
prepara con media docena de cabezuelas por taza, y si se pretende que obre como digestiva,
cuando se sospecha que la comida va a sentar mal, se adninistrs lo mAs caliento posible,
inmediatamente después de tomar el dliimo bocado. Se puede endulzar con un poco de azdcar,
pero son muchos los que Ia prefieren sin ¢1 (10),

Como carminativa, todavia se emples en los lavados intestinales. La flor do manzanilla
se utiliza también para dar color rubio ai cabeilo o para conservario de este color. Pam ello se
recomiends 1a infusién concentrada de manzanilla. También se prepara naa Jocion (10),

3.4.6 Produccién en México.

La manzanilla es nativa de Europa ¢ introducida en América, se cultiva ampliameate en
todo Meéxico, en escala comercial y doméatica. Los principales estados productores de té del
pais son Puebla y el Estado de México, impulsados principalmente pot su cercania a compafi(as
empacadorns establecidas en la capital del pais (7).



3.47T Proceso de manufuctura.

E! proceso actual de manufactura pan el t¢ de manzanilla comienza cosechando la flor,
cuidando no cortar junto con ella m4s de un 5% del tallo; se deja secar al aire libre y estando ya
a un nivel de humedad de aproximadamente 9% se pasa por un molino para oblener
producto con una granulometria aproximada de malla 10, eate producto a granel es empacado
en sacos de 50 Kg., los cuales son vendidos a los difcrentes empacadores de te (7).

El producto, antes de ser empacado, es enviado a compaftias que lo someten a un
proceso de sanitizacion, el cudl reduce las cuentas micyobianas a cero (7).

Estando ya sanitizado, es empacado en bolsitas de papel filtro con un contenido neto de
| gr. Algunas compafilas colocan una envoltura de celofan a cada una de ellas para conservar
su higicne microbioldgica y su sabor por mas tiempo (7).

En esta presentacion es como el producto llega a el publico para su consumo final.

3.5 NORMASDE CALIDAD.

Una maners de aumentar la aceptacion del té y de presentar al consumidor un producto
mejorado es la introduceidn de normas miniman para el té. Este contro! de calidad tendria dos
efectos principales; en peimer lugar, darla mayor satisfaccién al consumidor e influir asi la
demanda y, en segundo lugar, eliminaria del mercado los tés inferiores, loa desechos de (4, los
tés rancios y loa tés contaminados.

Actualmente podemos encontrar la manzanilla para infusiones (¢ de manzanilla),
definida dentro de las Normas Oficiales Mexicanas NOM-F 293-1982 como:
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El prochucto elaborado con 1a flor amarilla y su tallo, sana y limpin de la hierba

nwunzanilla comin (Matricaria chamomilla 1) que es sometida a un proceso de secado y

molienda, usandose como infusion estomacal, antivspasmédica y febrifuga (20).

3.5.1 Especificacioncs para la manzanilla.

Las especificaciones que indica 1a Nomna Oficial Mexicana son laa siguientes (20):

3.5.1.1 Semsoriales.
Color: Amarillo camcteriatico
Olor: Duloe y fresco

Sabor: Camacteristico
Aspecio: Fragmentos pequefios de la manzanilla

3.5.1.2 Fisicas y quimicas,

Humedsd (%): 12 max.
Cenizas (%): 10 max.
Extracto etéreo (%6): 4.5 max.
Extracto acuoso (%): 30 min.

Proteinas (%): 12 min.

Fibra cruda (%): 15 max.
Alcalinidad de las cenizas

solubles (cm’ HC10.1 N/100g) 35 max.
Cenizas solubles en 1,0 (%): 4 max.
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3.5.1.3 Microbiologicas.

Bl producto objeto de esta norma al ser preparado de acuerdo a las instrucciones
doclaradus por el fubricante, no debe contener microorganismos patdgenos, toxinas
nticrobianas, ni olras suatanciag toxicas que puedan afectar la salud del consumidor v provoen
deterioro del producto (20).

3.5.1.4 Materia extrafia objetable,

La manzanilla para infusiones debe estar libre de insectos vivos, enmohecimiento, y
peicticamente libre de insectos muertos, fragmentos de olros vegetales y de insectos, pelos y
excrelas de roedores, ast como de cualquier otra matesia extrafia,

La propoecion total de materia extrafia, incluida la originada por la misma plunta (raiz,
particulas comunes, efc.), no debe exceder de 0.5% de producto terminado (20).

3.5.1.5 Aditivos.

En la manzanilla para infusiones, no se permite el empleo de aditivos (20).

3.5.1.6 Contaminantes quimicos.
El prodicto objeto de esta norma no deberd contener ningdin contaminante quimico en

cantidades que puedan representar un riesgo para Ia salud. Los lmites méaximos para estos
confaminantes quedan sujelos a lo que eatablezca la Secretaria de Salubridad y Asistencia (20).
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3.5.2 Muestreo.

Cuando s¢ requiera el muestreo del producto, dste podrd ser establecido do convin
acuerdo entre productor y comprador, recomendindose el nso de 1a Norma Oficial Mexicana
NOM-Z-12. Fl muestreo pars efectos oficiales eatard sujeto a la legislacion y disposiciones de
la Dependencia Oficial correspandiente (20).

3.5.3 Envase, marcado, efiquetado y embalaje.

3.5.3.1 Envase.

El producto objeto de esta norma se debe envasar en recipientes de uti material resistente
¢ inocuo, que garantice la estabilidad del mismo, que evile su conlaminacion, no altere au
calidad ni sus especificaciones sensoriales (20),

Fl producto se envasard en bolsitas individuales hechas de un papel filtro especial, y se
colocard una determinada cantidad de bolsitas en una caja de cartdn, eeta dltima se considerard
¢l envase (20).

3.5.3.2 Marcado en ¢l emvase.

Cada envase del producto, debe llevar una etiquels o impresion permanente visible o
indeleble con los siguientes datos (20):

- Denominacién del producto, conforme a [a clasificacion de esls norma,

- Nombre 0 marca comercial registrada, pudiendo aparecer el simbolo del fabricante.
- El “Contenido Neto” de acuerdo con las disposiciones de 1a Secvetaria de Comercio,
- Nombre y domicilio de) fabricante.
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- 1a leyonda “HECHO EN MEXICO™.

- Texto de las siglas Reg. S.5A. No.___ “A" debiendo figurar en el espacio en
blanco el nfumero de registro correspondiente,

- Otros datos que exija el reglamento respectivo o disposiciones de la Secretarta de
Salubriclad y Asistencia,

- Niimero del lote o fecha de fabricacion.

3.5.3.3 Marcado en ¢l embalaje.

Deben anotarse los datos necesarios de “marcado en el envase”, para identificar el
producto y todos aquellos ofros que se juzguen convenientes tales como lus precauciones que
deben tenerse en el manejo y uso de loa embalajes (20).

3.5.3.4 Embalaje.

Para el embalaje del producto objeto de esta norma, se deben usar cajas de carton o
envolturas de algin otro material apropiado, que tengan Ia debida resistencia y que ofrezcan 1a
peoteccion adecuads a loa envases para impoedir su deterioro exterior, a la vez faciliten su
manejo en el almacenamiento y distribucion de lot mismow, sin exponer a las pervonas que los
manipulen (20).

3.5.4 Almacenamiento,

Bl producto terminado debe conservagse en locales que reunan los requisitos sanitarios
quo soflala 1a Secretarid de Salud (20).

24



3.5.5 Determinacion de microorgenismos,

En la Norma Oficial Mexicana NOM-F-248: Alimentos para Humanos -
Microbiologicos - Especias y Condimentos - Determinacion de Microorganisinos, se realiza 1a

téenica para cuenla total de hongos de la muestra a analizar, comio se menciona adelante.

3.5.5.1 Preparacion de la muestra.

Se pesan 10 g de Ia especia transfiriéndose a un frasco de dilucidn, completando a 100
ml con solucién buffer de fosfatos, y agitando dumnte 5 minutos, Se preparan dituciones
decimales »i se cree conveniente, agitndose durante un minuto y dejando asentar las particuias
gruesas anles de medir la cantidad para la siguiente dilucién o para sembrar las cajss de Petri
(19).

3.5.5.2 Cuenta de hongos y levaduras.

Se tranafiere } ml do la mueatra o diluciones segtn so estime necesario a cajas de Petri
estériles. Se agregan de 12 a 20 m) del medio agar-papa-glucosa (PDA) acidificado & un pH de
3.5 con deido tartarico, Incubando dos cajas & 28°C por § diss, reportando las colovias de
hongos y levaduras que aparezcan en las placas (19).

3.5.5.3 Interpretacion de resuliados.

Se cuentan las colonias que aparezcan en la placa multiplicAndolas por la inversa de la
dilucion para oblener ol nlmero de éstas por mililitro o gramo de muestra (19).
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ANTECEDENTES DE LAS AFLATOXINAS

4.1 GENERALIDADES DE LAS MICOTOXINAS,

Ciertas enfermedades transmitidas pos alimentos no estdn producidas por bacterias o
toxinag bacterianas sino por micotoxinas, virus, rickeitsins, helmintos, protozoos y por el

consumo de alimentos con sustancias toxicas (11).

a8 toxinas son metsbolitos de los hongos y son venenosos para los animales y
prosumiblomente pam e  homtxe, siendo oonacidos como  muootoxinas.
El témmino “micotoxina” proviene del griego mykes, que significa “hongo”, y de toxicum, que
significa “veneno” (23, 30).

Recienternente so han sefialado sus propiedades carcinogenéticas y su presencia en
muchos alimentos. las enfermedades que producen, wsuslmentc al ingerirse alinwatos
contaminados, se denominan micotowicosis (11, 23).

En esencia, una micoloxicosis consiste en que los hongos que producen toxinay
contaminan o colonizan los érganos de las plantas, tales como flores, frufos u hojas, pero no
son formadas duratte el crecimiento del hougo, sino hasta después de 48 horas do lu
germinacion de la espora. Esto quiere decir que los hongos tdxicos desaparecen de los granos o
productos en los que han crecido, al verse limitados por condiciones desfavorables pars su
crecimiento, quedando solamonte las micotoxinas, lo que hace particularmnente diflcil vesificar
In calidad sanitaria de un delerminado producto, Entonces, o después del almacenamionto, y
con cierto porceataje de humedad producen sus sustancias venenosas, pennaneciendo estas
itirmas activas hasta la proparacién de los farmajes o de los productos alimenticios (5, 17, 18).

Para recotiocer a las micoloxinas en ua determinado producto, sea grano u olia mateiia
prima, se tienen que recurrir a técnicas quimicas y biologicas para conocer su calidad sapitaria
mn.
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En la micotoxicosis la cantidad de hongo consumido es miniron, por Jo que el trstorno
en el hombre o en los animales es causado casi exclusivamente por 1a toxina liberada en el
sustrato utilizado como alimento, de maners que si con éste se consume algo de micelio y de
eaporas del hongo téxico, es en una proporcidn insignificante (12).

42 TIPOS DE MICOTOXINAS.

Existen en 1a actualidad diferentes tipoa de micotoxinas, que son las siguientes (23):

Acido ciclopizdnico, écido cdjico, aflaloxina, butenolida, cicloclorotina, citrinina,
citroviridina, crolocina, esterigmatocistina, fusarenon, luteoesquirina, neosolaniol, nivalenol,
ocratoxina A, oxalatos, patulina, roridina, rubmatoxing, rugolosina, scirpena, toxina
tremosgénica, tricolecenea (toxina Ty), tricodermina, tricotecina, venucarina, zearalenona.

4.3 GENEROS DE HONGOS PRODUCTORES DE MICOTOXINAS.

Los hongos que producen toxinas, y que son causantes de micotoxicosis, pertencoen a
varios géneros. A continuacion se describen los mohos importantes (23):

Loa géneros flingicos predominantes en los productos almacenados son Aspergillus,

Penicillivm, Fusarhom, Stachybotrys, Myrothecium, Trichoderma, Trichothecium,
Cephalosperium, y Pithomyces (11,23).
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4.31 FEfectos que producen Ias micotoxinas.

Las micotoxinas ticuen una estructura y propiedados muy variables, como los
compitestos quimicos, siendo casi todas ellas relativamente termoestables; forman compuestos
10 volatiles que pueden producir enfennedades agudas o cronicas si se ingieren con los

alimentos. Sus efectos patologicos son: irvitacion de la piel y de los ojos, divresis, trastomos

hepéticos, extensas hemortagias corporales, accién neuroldxica, estimulacion hormonal,

fendienos teratogénicos, mutagénicos y necrosis (23).

4.32 Micotoxinas producidas por Aspergillug y sus efectas toxicos,

Las micotoxinas mas importantes do los aspergilos, se muestran en 1a tabla 4.3.1 (23).

Tabla 4.3.2 (23).

TOXINAS FUENTE PRINCIPAL EFECTO

Aflatoxinas illus s Hepatdxico, carcindgeno
Asperglils parasiticus

Esterigmatocistina Aspergillus versicolor Hepatocarcindgeno
Aspargillus nidulans

Ocraloxina A Aspergillus ochraceus Hepatoxico y nefrotdxico

Onalatos lus niger Invitacion ghstrica, tetania
Aspergillus favus

Acido cojico Aspergillus flavus Convulsivo

Toxina tremorgénica | Aspergillus flavus Temblores, convulsiones
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4.3.3 Micoloxings producidas por Penicillium y sus cfectos lxicas.

El género Peniciiltum es un contaminante habitual de los alimentos y también fuentes
ile varios metabolitos tdxicos. Jas toxinas mas importantes producidas por este género se

muesiran en la tabla 4.3.3 (23).

Tabla 4.3.3 (23).

TOXINA

FUENTE PRINCIPAL -

EFECTO

Rubratoxina

icil b
Lenicillium purpurogenum

Necrosis hepatica

Patulina

Penicillium urticae

enicillivm expansum
Penicillium glganteus

Neuroloxica

Acido ciclopiazonico

Penicillium cyclopium

Neurot6xica

"Toxina tremorgénica

Penicillium cyclopium

Neurotdxica

Citrinina

Penicillium citrinum
Panticillium citreoviride

Nefroldxicss

Citroviridina

Penicillium citreqviride

Neurotoxica al C.N.S,

Lutecesquirina

Penicillivm islandjcum

Hepatoxica

Cicloclorotina

Penicillium isiandicum

Rugolosina

nicill SNm

Hepatoxica

4.3.4 Micotoxinas producidas por Fusarium y sus efectos tbxicos,

Las micotoxinas producidas por Flusarium se muestran en 1a tabla 4.3.4 (23).




Tabla 4.3.4 (23).

TOXINA FUENTE PRINCIPAL EFECTOS
‘Tricotecenes Fusarlum tricinctum Irritacidn de 1a piel, impide
(Toxina 1) Fusarium sporotrichivides 1n sintesis de 1as proteinas
Nivalenol Fusarium nivale Iiritacion de la piel, impide
1 sintesia de Jas protetnas
Fusarenon Pusarium nivale Impide la slntesis de las
proteinas
Zeaslenona Fusarium roseum Trritacion de la piel, impide
Fusarium tricinciup 1a sintesis de las proteinas
Butenolida Fusarium tricinctem Necrosis de la cola de loa
Fusarium nivale yacunos
435 Micotoxinas producidas por Stachybotrys, Myrothecium, Trichoderma,
Trichotheclum y Cephalosporium.

Loe tricotecenes son un grupo quimicamente afin de metabolitos fingicos
bioldgicamente activos, producidos en cultivos por varias especies de Stachybotrys,
Myrothectum, Trichoderma, Trichothecium, y Cephalosporium (23). Ver la tabla 4.3.5.
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Tabla 4.3.5. (23)

TOXINA HONGO PRODUCTOR

Crotocina Cephalosporium

Verrucarina Myrothecium

Roridina Myrothecium
Stachybotrys

Scirpena Trichothecium

Tricotecina Trichothectum

Tricodermina Trichoderma

4.4 GENERO Aspergillus.

Asperglllus, 1aa especiea de eate género se encuentran en casi todos los lugares, sobre
cualquier tipo de substrato, La industria utiliza algunos tipos de aspergilos, de los cuales otros
producen enfermedades en el hombre y en los anieles, como e 1s micotoxicosis (23).

4.4.1 FEstructura microscopica del Aspergillus.

Todas las especics de este género tienen una estructura bAsica que es la siguiente: el
micelio es seplado, en parte sumergido y en parte aéreo, con conididforos mAs o menos
perpendiculares a una célula  pedunculeds que se ensancha en su Apice, terminando en un
ensanchamiento, la vesicula que conticne una o dos filas de esterigmas, 1a iltima de 1as cuales
es ia portadora de 1as cadenas de conidios (23). Ver 1a figum 4.4.1.
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" Erterigmoyg’
primarios

Yahwlo
Conidih

Fig. 4.4.1, Estructurs micsoscopica de Aspergills. 8) Coniditforo con uns hilem de
esterigmas. b) Conidioforo con dos hilerns de esterigmas. c) Hifs en la cual se puede ver el
estado multinucleado (1).
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A. flavus: wus oolonias en agar doxtroea y papa (PDA), se extienden rapidaments, y al
principio tienen un color wrde amarillento, que s va oscureciendo con el tieropo hasta
converlirse en verde pardusco. Bs un moho sopiado, mo posesn esporus sexuales, los
oonidiéforos libres que surgen dol micelio imregularmente, con extremidades de tamafio
variable, aproximadamente mdiadas, que acaban siendo de forma algo columnar, con vesiculas
en forma de cipula o de bolells. Las hifss aéreas son fértiles, las hifas sumergidas son
vegelativas. Posee csterigmas dobles de los que se doaprenden los conidioa globosos o de fonna
parecida & Ia pera, ¢ imegulares (3, 23).

4.4.1.2 Claslficacién de Aspergilius flayus.
Bl dspergillus flavus se encuentra clasificado de la siguiente forma (5):

Phylum Eumycetes
Clase Deuteromyooles
Orden Monilialea
Familis Molilisceas
Género Aspergilhis

Fig. 4.4.1.2 Estructura microacopica de
A flavus (23).
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4.4.1.3 Morfalagla macrezcplea y mbcroscdplon de 4. parasiions.

A_parasitious. en un cultivo con FDA sus colonias son verdes, de toogs mis oscurve
que ¢l 4_flavus. Los ooaididfocos son oostos e irmeguleres, con puntas de color wrde
amarilionto fuccte. Suelen tener una sola serie de ester.gmas, conidios do forma globosa a algo

periforme, y muy irregular (23).

Fig. 4.4.1.3. Fstructura microscopics de A. parasiticus (23).

45 ORIGEN DE LAS AFLATOXINAS.

La pelabe aftatoxina ce formwa  partir dol nombre del hongo que la produce, 4. s,
Ia primers loira, “a”, proviene del género Aspergills , las siguientes tres letras “fla”
comesponden & I eepecie, flavus , y seguida de la palabe toxina que significa “vencno® (30),

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos secundarion que se forman deapuds de la
fase logaritmica de crecimiento, ya sea del Aflavus o A parasiticus. Se eocuentran, oomo
contaminantes naturales, en muchos tipos de alimentos, ademds del cacshuete también en 1s
harina de semilla de afgodén, el mafz, la mandioca, ¢! arroz, los frijoles, ¢! trigo, el sargo y 1
oebada (23).
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4.5.1 Tipos de aflatoxinas.
Hay doce tipos difcrentes de aflatoxinas (23, 30):
By, By, Gy, G, My, My, GMy, By, Gy, Q1 Py y aflatoxicol,

Las dos aflatoxinas o metabolitos mAs importantes se denominan By y Gy por su
fluorescencia azul (de! ingles blue pam By) o verde (del ingles green para,Gy), cuando sc
exponen a cromatografia de capa fina a la fuz uliraviolets do longitud de onda larga. Las
aflatoxinas B, y G son dihidroderivados de 1a By y Gy. Otros aflatoxinas afines serfan la By, ,
(3 Y GM,. Las aflatoxinas Mi, My, (del ingles milk), y P, son derivados hidroxilados de la By
y B2 que se excretan por la orina, heces y leche como productos metabdlicos de la By y By
después de su consumo por mamiferos. Se trale, en tndo caso, de compuestos heterociclicos
altamente oxigenados (11, 12).

La aflatoxina B, puede ser reducida por enzimas cltostlicas NADPH-dependientes parn
procuctr aflatoxicol. Debido a que esta reaccitn ea reversible, el aflatoxicol representa una
forma de almacenamiento de aflatoxina B); otro metabolito detoxificado producido a partir de ia
oxidacion P-450 de 1a aflatoxina B, es la aflatoxina Q (30),
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4.5.1.1 Esiructuras quimicas de las aflatoxinas,

Fig. 4.5.1.1. Estructuma de Aflatoxinas By, B;, Gy, G2, My y M; (30).
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LA

Ql Aflatoxicol

Continuacion: Estructuras de Aflatoxinas Ba, Gze, GMi, P1, Qi y Aflatoxicol (14, 30).
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4.5.2 Caracterfsticas quimicas de las principales aflatoxinas.

la fonmula empirica, pesos moleculares, y puntos de fusién de tas aflatoxinas s

grandes; se tmiestran en la siguiente tabla (6):

Tabla 4.5.2
Aflatoxina Formula Peso Molecular Punto de Fusion
B, CHiz0s 312 g/gmol 268 - 269
B; Ci7H140s 314 g/gmol 286 - 289
Gy CiHiOp 328 g/gmmot 244 - 246
Gy CiH1 O, 330 g/gmot 237 - 240

4.5.3 Factores que intervienen en la produccion de aflatoxinas.
4.5.3.1 Humedad.

El factor mAs impostante en el desarrollo y produccion de las aflatoxmnas del A. flavus es
la humedsd relaliva de Aw 0.98 quo circunda el subsirato natural. A una humedad relativa
inferior al 70 % son muy pocos Jos hongos que pueden desarrollase, por lo que después de
secar los alimentos hasta que tengan un 15 % de humedad y un 50 % de huedad relativa, se

producen muy pocas aflatoxinas (23).

Durante la cosecha la presencis de un alto confenido de humedad wcementa la
probebilidad de produccion de aflatoxinas, por lo que el tiempo de secado constituye un punto
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critico en Ia prevencion de Ia contaminacion. De igual forma, una aireacion adecuada en el

almacén también resulta esencial (30).

4.5.3.2 Temperatura,

1.a temperatum optima para el desarrollo del 4. flavus es de 36 a 38°C. A, flavus_crece
lentamente a temperaturas menores de 12°C, y rdpidamente a temperaturas hasta de 55°C; pero
no produce aflatoxinas abajo de 12°C, ni asriba de 40-42°C, y para la produccién de aflatoxinas,
1a temperatura minima es de 12°C, la éptima de 25° C, a 30°C, y la méxima de 40°C a 42°C
(17, 23).

A bajas temperaturas la produccién de aflatoxinas B y G ea aproximadameate igual,
mientras que a temperaturas supesiores la procuccion de las aflatoxinas B predomina sobre 1a
de 1as G (30).

Las aflatoxinas son moléculas relativamente estables al calor, y los procesos térmicos
comiinmente empleados en procesos de alimentos no las destruyen completamente. Solamente
loa procesos en que se utiliza calor seco, en los que las tempemturas slcanzan los 250°C,
pueden resultar en la inactivacion de aflatoxines (30).

4533 ph.

El pH del medio de crecimiento tiens un cierto efecto sobre los procesos metabdlicon
primarios de los hongos; sin embargo, su efeclo es mAs pronunciado en la biosintesis de
aflatoxinas. Los hongos aflatoxigénicos se desarrollan en un rango muy amplio de pHde 1.7 &
9.34, con un crecimiento éptinao entre 3.42 y 5.47. Sin embargo, la produccién de aflatoxinas
no ocurto a todos los valores do pH, ya que los valores muy Acidos inhiben la biosintosis de
estos compuestos (30).
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Se ha observado que log factores que influyen en la produccidn de aflatoxinas no actiian
individualmente 8ino comno un todo. La cantidad de inéeulo, temperatura, humedad del sustrato,
condiciones flsicas del sustrato, pH y crecimiento de otros hongos también interfiore en cuestion
de horas (5).

4.5.4 Toxicidad de las aflatoxinas.

la aflatoxina B; es la mAs toxica de todas, afecta a diferentes apimales. Otray
aflatoxinas presentan efectos toxicos o carcinogenéticos frente a diversas especies de peces,
mamiferos y aves. Las aflatoxinas consumidas por animales son acumuladas en el higado, pero
cierta cantidad se conserva en otros drganos y ef resto es expulsado con las materias fecales o la
orina. Debido a ésto, ea muy impostante el control sanitario de los animales productores de
came y de leche (11, 12).

La toxicidad crénica y aguda del aflatoxicol es igual a la de la aflatoxina By; por lo que
eals compuesto no se considera un metabolito detoxificado (30).

Si las vacas consumen piensos con aflatoxinas, excretan en la leche la My y la M.
Aunque ambas son menos (xicas que la B, y la B; de las que proceden, Ia M; conserva
toxicidad y poder carcinogenético para muchos animnles. Rata tltima se ha detectado también
en la orina de mujeres filipinas que habian consumido crema de cacshuates con aflatoxinas
)

Loa patitos de un solo dia de edad son sumamente susceptibles a loa efecton agudos de
las aflatoxinas, con una DMso de 0.335 - 0.784 mg/kg. Las aves dejan de crecer, sufren
hemorragias subcutdneas y una extensa profiferacion biliar (23).

Loa pollos son mucho menos susceptibles que los patos jovenes y que los pavipollos. Se

han dado casos tambidn de proliferacion biliar en los cerdos, terners, corderos, perroa, gatos,
En la trucha, las aflatoxina producen hepatomas (23).
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La sensibilidad que log animales manifiestan bacia la tosicidad de las aflatoxinas
depende de varios factores, que pueden ser. a) genélicos (especie, 8exo, raza, elc.), b)
fisiologicos (edad, estado nutricional, enfermodades, presencia de otros compuestos quimicos,
etc.), y c) ambientales (clima, vegetacion, etc.). Ademas, la dosis y el tierapo de exposicion a fa

toxina son muy imporiantes (30).

4.5.4.1 Estudios sobre la toxicidad dc las aflatoxinas.

A partir del descubrimiento de las aflatoxinas, se han efectuado numerosos estudios
para s deteccion en los alimentos (11).

No se tienen suficientes datos directos de los efectos de las aflatoninas debido a la
dificultad para exponerlo en forma experimental al riesgo de ingerir alimentos que contengan la
sustancia tdxica. No obstante, se ha comprobado que en los paises donde se acostumbm
consumir slimentos enmohecidos, en muchos de los cuales so ha registrado 1a presencia de
uflatoxinag, la incidencia de céncer de higado es muy alta. El dafio hepdtico provocart
insuficienciag tales como: problemas en la coagulacion , insuficiente formacion de proleinas,
deficiente asimilacidn de vitaminas (5, 12).

4.55 Leglslacion de aflatozinas,

La Food and Drug Administration (FDA) comenzd 1a vigilancia de la contaminacion
con aflatoxinas de los alimentos y piensos en 1963. Esta vigilancia se basa en dos criterios
principales: 1. el efecto de las aflatoxinas en la salud y la productividad de los animales, y 2. la
pregencia de residuos toxicos en alimentos de origen animal. Origmalmente se establecio un
nivel de 20 ppm de aflatoxina para que 8o procedicra legalmente contra yn alimento. Bl
petfoccionamiento de los métodos de deteccion ba permitido que, actualinente, se puedan medis
concentracionos mds bajas y el limite hoy en dia ea de 15 a 20 partes por billon (ppb) de
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aflatoxinas, ast como 1a venta de leche cuyo contenido de aflatoxinag gea mayor a 0.5 ppb (11,
25, 30).

La pdliza de la FDA, la cual fue establecida en la década de los afios etenta, estd
basada en la capacidad analitica con ls que se contaba en esa época. Sin embargo, varias
inveatigaciones posteriotes han demostiado que niveles de aflatoxinas tnucho mayores a 20 ppb
no son perjicliciales para la salud de los animales, y no treen como consecuencia la presencia de

residitos peligrosos en atinmentos de ongen asimal destinados al consumo humaso (25).

Al menos hasta el afio de 1991, cincuenta palses han establecido disposiciones
reglamentarias para ef control de aflatoxings en alimentos; sin embargo, loa niveles miximos de
tolerancia establecidos varian mucho de un pais a otro. Los Hmiles de tolerancia pam

aflatoxinas por varias naciones tuvieron cierio alcance de 0 a 1000 microgramos/kilogmmo
{14,25).

Loa eafterzo4 internacionales pars analizar y controlar los niveles de aflatoxinas en los
alimentos han dado como resultado el eslablecimiento de un limite (FAO/O.M.S.AUNICEF
Protein Advisory Board). Esta cifta se ha determinado sobre la base de obtener en monos un
nivel o efectivo, con un coeficiente de soguridad de 50. Si se valora toda la informacion do que
actualmente se dispone sobre aflatoxinas no se debe confiar en la harina de cacshuatea como
fuente proteica para la alimentacion de nitios an deficiente estado de nutricion (11).
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DETERMINACION E IDENTIFICACION
DE_AFLATOXINAS

5.1 ANALISIS DF. LAS AFLATOXINAS.

A medida que en ciertos palses han venido estableciendo limites minimos de aflatoxinas
en Jos alimentos, se ha tenido la necesidad de mejorar la precision de los mélodos empleados
para su cuantificacion. No obstante que estos métodos eatdn siendo desarrallados, existe una
serie de factores que hacen dificil en la prictica tener ¢] grado de precisidn deseado (17).

Por lo que la técnica mas eqopleada esta basada en diferentes tipos de pruebas para
determninar la presencia y cantidad de aflatoxinas,
8.2 TIPOS DE PRUEBAS PARA DETERMINAR LA PRESENCIA Y CANTIDAD DR,
AFLATOXINAS.
Existen dos tipos de prucbas que se Hevan a cabo (17):
1) Prucba presuntiva, que puede Hevarse a cabo en ¢l campo pars determinar i se dobe

o no analizar la muestra para la deteccion de aflatoxinas.

b) Los métodos analiticos para determinar en forma cuantilativa el nivel de
cottaminacion por las aflatoxinas.

5.2.1 Prueba presuntiva.
Esta prucba indica la posibilidad de presencia de las aflatoxinas y estd basada en la

propiedad de cierlas particulas quo bajo 1a “luz negm™ (luz uliravioleta de onda larga, 365 nm)
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presents una fuorescencia amaritlo-verdosa brillante. Psta fluorescencia estd asociada con fa
presencia de Aspergillus flavus_y Aspergillus parasiticus. Esta prueba no ey del wodo wfuhble,
ya que cxisten en las muestras otros productos que por su color o fluorescencia pueden ser
confundidos con el color de la prueba posiliva. Sin embargo, se ha encontrado una buena

correlacion entre esa fluorescencia y la presencia de aflatoxinas (17).

5.2.2 Métodos analiticos.
En general, los métodos analiticos pam aflatoxinas constan de tres partes:

1, Muestreo.
2. Extraccién y purificacion.
3. Deteccion y determinacion.

5.2.2.1 Muestreo

E muestreo consiste en 1a seleccion de una muestra representativa de la concentracion
de aflatoxinas de todo un lote, y constituye el aspecto mas importante del analisis, ya que, si no
se realiza adecuadamente, los resultados obdenidos no pueden consideranse como vélidos. Las
aflatoxinas generalmente no se encuentran unifdrmente distribuidas en las muestras, sino que se
concentran en puntos eapecificos que solamente componen un pequefio poscentaje respecto a
todo el lote. Por esta razén, 1a técnica do colecta debe realizarse tomando porciones iguales de
producto, al azar en diferentes puntos del lote, cubriendo un némero suficiente de puntos (30).

Posteriommento, a fin de homogeneizar el contenido de aflatoxinas en toda la muestra, e!
tamafio de particula se reduce mediante la molionda y mezclado de los granos o semillas. En el
caso do productos liquidos o ea forma de polvo o pasta, la contaminacion es mds homogénea, y
por lo tanto, solamente se requiere un mezelado para oblener una muestra representativa del lote
(30).

46



En cuanto al tamuho de la muestia, debe ser: &) representativa del lote, b) manejuble

para ¢} anAlisis, y ¢) econdbmicamente costeable (30).

5.2.2.2 Extraccién y purificacién

Debido a la diversidad de la naturaleza de los productos que pueden ser unalizados, no
existe un solo método de extraccion adecuada para todos los casos. En genenl, la naturaleza de
1a muestra y las propiedades de 1as aflatoxinas determinan e} procedimiento de extraccion
nocesatio. Ast pues, dado que las aflatoxinas son solubles cn solventes ligeramente polares, la
extraccion casi siempre so realiza utilizando mezclas de solventes orgAnicos en combinacion
con pequefias cantidades de agua. Algunos de los factores que deben ser considerados en In
seleccion del solvente de exiraccidn adecuado son; costo, toxicidad y facilidad de desecho. Un
ejemplo de solventes orgénicos son como el cloroformo, acetonitrilo, metanol, acetons,
diclorometano, etil acetato, entre otros (17, 30).

Debido a que ciertos wmateriales, como pigtuentos extratdos junto con las aflaloxinas,
pueden interferir en el andlisis, los extractos genoralmente requieran ser somelidos & un proceso
de purificacion. Solamente en ciertos casos en que los extractos estdn muy limpios o cuando
8610 se requieren resultados cualitativos, dicho proceso puede omitirse; sin exnbargo, siempee es
reconiendable reducir la complejidad quimica del extracto mediante Ia remocién de Ia materia
extrafia (30).

Con el proposito de eliminar esos compuestos es muy comin el uso de {a cromatografia
en columnas; utitizando diferentes tipos de sustancing para adsorber el extracto de la muesim
que conticno las aflatoxinas, entre cllas el gel do silice, poliamida, florisi), sephadex u oxidos do
aluminio. Los extractos se colocan en las columnas y se purifican con solveates quo eluyen los
pigmentos y la toxina permanece en 1 columna hasta que ésta es efulda con el solvento
adecuado; de esta maners queda un extracto mAs puro que pemnite la identificacion y
cuantificacion de In toxina (17).
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5.2.2,3 Doteccitn y determinacién

La deteccion de aflatoxinas consiste en la aplicacion de téenicas que indican la
presencia o ausencia de aflatoxinas, o bien, si el nivel de aflatoxinas es supenor o mferior a
cierla concentracion. Los métodos de determinacion permiten conocer la concentracion real de
aflatoxinas (flotales o en forma individual) en wnn muestra. Las téenicas de deteccion yio
determinacion mds utilizades en el andlisis de aflatoxinas incluyen métodos fisicoquimicos,
inmmoquimicos y biolégicos, ver la tabla 5.2.2.3 (30).

Tabla 5.2.2.3

METODOS FISICOQUIMICOS Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Cromatografia Liquida de Alta
Resohucion (HPLC)

Prueba de Fluorescencia Verde -
Amarillo Brillante

Deteccion en Minicolumna

METODOS INMUNOQUIMICOS Cromatografla de Inmuncafinidad

Flisa

Radioinmunoensayo (RIA)

METODOS BIOLOGICOS Cultivos de Células y Tejidos

Animuales de Experimentacion

Microorganismos
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5.2.2.3.1 Métodos Fisicoguimices.
$.2.2.3.1.1 Cromatografia ¢n Capa Fina (CCF).

Desde et descubrimiento de las aflatoxinaa, 1a CCF ha sido el método mas utilizado en
el analisis de aflatoxinas, a pesar de que en los ultimos afios se han desarroblado nuevos

métodos de mayor exactitud y precision (30).

La CCF conaigte en 1a aplicacion de pequefian cantidades de extracto de aflatoxinas
sobre una linca base en la paris inferior de una placa cubierta con gel de silice. Posterionnente,
la parte inferior de placa es sumezgida en un solvente, el cual, por capilaridad, migra a través de
la capa de gel de silice, resultando en la separacion de “manchas” individuales en forma
perpendicular a la linea base, que comresponde a las diferentes aflatoxinas contenidas en el
extracto (30).

Los diversos compuestos ascienden por I capa de adsorbente a velocidades diferentes
con relacion al disolvente y de esta forma se realiza |a separacién de los componentes de una
mezcla. A veces es posible identificar los componentes de la mezcls midiendo las razones de
emigracion de las manchas con reapecio a la del frente del disolvenic y estableciendo
comparaciones con el comportamiento de compuestos conocidos (3).

El compuesto que avanza se ve atraido a zoas polares de la superficie del absorbente
por fuerzas electrostdticas, quedando reversiblemente ligado a la misma. E! disolvente
inferacciona asimiamo con el adsorbente, y el compuesto interacciona con ¢l disolvente, Fata
interaccion competitiva triple entre soluto, disolvente y adsorbente establece las proporciones
1elativas en que el frente del disolvente y el soluto ascienden por la capa de adsorbente en la
placa (3).

Un soluto se ve atraido por el adsorbente tanto mas intensamente cuanto mayor es su

polaridad. De esta forina, compuestos como alcoholes, Acidos carboxilicon y aminas -son

atrafdos por el adsorbente con mayor fuerza que corpuestos tales como hidrocasburos y sus
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derivados halogenados. Fn consecuencia, el primer lipo de compuestos asciende por la capa e

adsorbente con mayor lentitud que el segundo. La actividad del adsorbente influye asimisimo en

o grado de emigracion del soluto. Con un solute y adsorbente determninados, ¢l cambio de un

disolvente menoa polar a otro de mayor polaridad ocasionard una atraccidn relativamente mayor

del soluto ascenders en mayor grado por el adsorbente en ef caso del disolvente s polar (3).

El valor de Ry se define como la relacion entre la distancia recarrida por el compuesto

utilizado como soluto y 1a recorrida por el disolvente en el misme tiempo. Logicanenle, los

valores de Ry de un compuesto determinado varian ampliamente con los cambios de soluto o de

disolvento. E calculo de) valor de Ryes de la siguiente manera, ver la figura 5.2.2.3.1.1 (3):

Y

Frente del disolvenle

Mancha desariollada

Ry= _X_  Foérmula pam el caleulo de Rf

Y

Fig. 5.2.2,3.1.1, Célculo del valor R, (3).
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Los Rf de Ins aflatoxinas vartan segin el tipo 0 mezcla de disolventes en que se cormn

las placas de cromatografia, ver en la tabla 5.2.2.3.1.1 (29).

Tabla5.2.2.3.1.1
SISTEMA DE DISOLVENTES Ry APROXIMADOS
By By 1 Gy Gy
Clorofornno : acetona (9:1) 0.7 10611052044
Cloroformo : metanol (97:3) 04710431038 {033
Benceno:etanol:agua (46:35:19) 0.58 1 0531047 | 043
Cloroformo:acetona:2-propanol 0.73 1 0.66 { 0.59 | 0.52
(825:150:25)

Es un método semicuantitativo, ya que no determina con exactitud la cantidad do
aflatoxinas prescates sino que clasifica 1a muestra segiin su contenido de toxinas en 4 categorias
9).

Muy alto mis de | ppm
Alo 0.25a 1 ppm
Medio 0.05 4 0.25 ppm
Bajo menor de 0.05 ppm

Este método se realiza comparando la intensided de la fluorescencin del extracto
problema con cuatro estindares, que contengan las cantidades de aflatoxina sefialadas (29).
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5.2.2.3.1.2 Cromatografia Liguida de Alta Resotacion.

Psta tdenica, denominada “HPLC” por sus siglas en inglés, constituye un método de
deteecion y deterninacion de aflatoxinas mds exacto y preciso gque la CCEF. £} findaneato de
esle método es bsicamente el mismo que el de CCF, ya que congiste en In sepameidn de Jas
aflatoxinas mediante una distribucidn compelitiva entro una fase mévil y nna fase eatacionaria,

segnida de la caracterizacion de éatas en base a su propiedad de fluorescencia (30)

Enel método do HPI.C, la fase estacionaria Ia componc una columna a través de la cual
1a fase movil fluye a presion controlada. El extraclo de la muestra cs inyoctado a Ia colurona y el
flujo do 1a fase mévil permite Ia separacién de las aflatoxinas, La eficiencia de dicha separacion
depende de la optimizacion de los pardnetros de la columna, especisknente ¢t tanato do
particula, Posteriormente, 1as aflatoxinas son defectadas en nn fluoromelro, y registradas en
forma de cromatograma (30).

El cromatograma oblenido proporciona dos tipos de datos para cada aflatoxina
registrada: tiempo de retoncion en 1a columna y drea bajo la curva, Ambos parfmetros penmiten
identificar y cuantificar cada aflatoxina presente en la muestra, al ser comparadas con un
cromatograma estndar (30).

La principal desventaja de HPLC es que, dado que la fluorescencin de las aflatoxinas B,
¥ Gi en el tipo de solventes utilizados no es suficiente para que sean detectadns, antos do la
inyoceion del extraclo de la muestra es necesario realizar una “derivatizacion” de dichas
loxinas, a fin de intensificar su fluoregoencin. La técnica de derivatizacidn mas wlilizada
consiste en un tratamiento con Acido trifluoroacético, el cual provoca la hidratacion del doble
enlace del furano tesminal de las aflatoxinns B y Gy, para convertirlas en aflatoxinas By, y Ga,,
respectivamente (30).
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522313 DPrueba de Fhliorescencis Verde - Amarillo

Brillante.

Ista técnica sc utiliza para detectar la presencia de aflatoxinas en productos agricolns,
de una manera rapida, sin necesidad de realizar una extraccion. En esla prucba, los gmnoa y
semillns son expuestos a luz UV a fin de observar una fhiorescencia verde-amarillo brillante,
que indica, de manera presuntiva, una contaminacion por hongos aflatoxigénicos. Aunque la
fluorescencia de estos productos no ae debe exclusivaniente a la presencia de aflatoxinas, si
existe cierta correlacién que permite realizar una deteccion rpida, y que pueds servir como
seflal de que el producto probablemente csid contaminado (17, 30).

5.2.2.3.1.4 Detecclén en Minicohunnas,

Es un método rapido de deleccion de aflatoxinas tolales que conaiste en el empleo de
pequedias columnas cromatogrificas que contienen gel de silice, fluosiail y alimina. Cuando el
extracto de In muestra se hace pasar por estas columnas, las aflatoxinas se fijan finncmente al
fluorisil, resultando en la aparicion de una banda que fluorece al ser observa bajo luz UV, 1a
banda fluocescente también puede ser comparsda con la oblenida para una solucion estandar en
una columna similar, realizando asl una estimacion del nivel de aflstoxinas en la muestra
(17, 30).

5.2.2.3.2 Métodos Inmunoquimicos.
$.2.2,3.2.1 Cromatografia do Inmunoafinidad (AFLATEST®),
Este es un método de deteccién y determinacién de aflatoxinas en el quo Ia purificacion
del extracto se realiza en columnas quo contienen anticuerpos monoclonales especificos, Al

hacer pasar el extracto de Ia muestra por la columna, las aflatoxinas son retenidas en ella

enlnzarse a los anticuerpos. Posterionuente, las aflatoxinas son clutdas con un pequefio
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volumen de metanol y tratudas con una solucion de bromo. Finalmente, la fluorescencia de las
aflatoxinas es detectada y medida en un fluorometro. La concentmeion de Ias aflatoxinas en la
muestra puode ser ficilmente calculada en base & las mediciones de fluorescencia de wna
solucidn estdndar (30).

5.2.2.3.2.2 FLISA.

BLléA (Bnzyme-Linked Immunosorbent Assay) constituye una técnica de deteccron
répida de aflatoxinas, en la cual, los anticuerpos especificos se encuentiun fijos en una placa de
plastico con microagujeros. Bl extracto de ls muestra es mezclado con una solucion de
aflatoxinas y enzimaa conjugadas, y después es aplicada a la placa de anticuerpos. laa
aftatoxinas de la muestrs (aflatoxinas libres) copiteu con las atlatoxinas conjugadas por los
sitios de enlace en los anticuerpos. Posteriormente, se realiza un lavado pera eliminar a las
aflatoxinas libres y conjugados sobrantes, que no se unieson & los anticuerpos, y so adiciona una
solucién que sirve de sustmto a las enzimas, la cual, al ser catalizads por ¢atas, provoca un
eambio de coloracion en la solucién. Debido a que la concentracion del complejo anticverpo-
aflatoxina-enzima ea inversaments proporcional a la concentracion de aflatoxinas libwes, ol
cambio de coloracién de la sohucion es considerado como un resultado positivo de la presencia
de aflatoxinas en 1a muestra (30).

§.2,2.3.2.3 Radioinmumoensayo (RIA).

En este método, el extracto de la muestra problema, disuela en una solucion
amoriguadora de fosfalos se incuba junto con uba csntidad detenninada Jde anticuerpos
eapecificos y aflatoxinas conjugadas, marcadas radiactivamente. Las aflatoxinas libres de la
mucstra y las aflatoxinas conjugedas se scparan, y mediante un contador de “centelleo™ se
determinan loe niveles do radiactividad. La concentracién de aflatoxinas en ls muestra so
determina a partir de una curva esténdar del nivel de radiactividad ds las aflatoxivas conjugadax
y libres (30).
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5.2.2.3.3 Métodos Bioldgicos.
5.2.2.3.3.1 Cultives de Células y Tejidos.

Uno de los sistemas de cultivos de tejidos mas utilizado es ¢l embridn de pollo. En esta
técnica, el extracto de aflatoxinas se inyecta & través del cascardn a la cAmara de aire del huevo,
el cual se somete & un periodo de incubacién. La muerte del embridn se considers como una
prucba positiva, y el indice de mostalidad se compara con un control pora estimar el grado de
toxicidad de la muestra (30).

Eate método es relativamento econdmico y simple; sin embargo, la inforacién que
proporciona no ey especifica, dado la mortalidad el embridn también puede deberse a otro tipo
de factores (30).

5.2,23.3.1 Aninmales de Experimentacién,

El empleo do camarén de salmuecra, Artemin salina, constituye un método nuy
econdmico 1 sencillo de deteccion do aflatoxinas. En esta técnica, el extracto do la muestrs ca
adicionada a un pequefio volumen de salmuera que contiene de 30 & 50 larvas de camarén, ta
cual posteriormente se incuba durinte 24 horas a 37.5°C. Bl grado de toxicidad de la niuestra es
delerminada a partir del indice de mortalidad de los camarones (30).

Otras especies animales quo, debido a su alta scnusibilidad a fos efectos de las
sflatoxinas resultan muy adecuados para ser utilizados en estudios de experimentacidn, son la
trucha y fos patos de un dia de edad (30).
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5.2.2.3.3.3 Microorganismos.

Las cepan bacterianas que presentan mayor sensibilidad a las aflatoxinas pertenccen a
las especies Bacillus megaterium 'y B. brevis. La téenica de discos generalinente utidizada en
pruebas de antibidticos también es utilizada en eslos ensayos, los cuales consisien en la
aplicacién de pequefios discos de papel filtro inmergidos en el extracto de la muestra, sobre
agar nutritivo senbrado con el microorganismo de prucha. Se obtiene un resultado positivo si se
observa un halo de inhibicion alrededor de los discos; y la comparacion con un estdndar pucde

proporcionar informacién acerca del nivel de aflatoxinas en la muestra (30).
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METODOS

6.1 METODOS.

6.1.1 Recoleccidn de muestras.

La obtencién de muestras de la Matricarta chamomilla (manzanilla) fuc al azar,
tomadas de diferentes ticndas comerciales y mercados. Analizando 5 marcas comerciales
nacionales mAs consumidas en base a la informacion obienida en SECOFT, de cadn van de lay

marcas se obtuvieron 10 muestras y 5 muestras deshidratadas a granel de diferentes mercados

6.1.2 Identificacion del género Aspergilluy,

Se trabajo con la cepa de Aspergillus sp obtenida del cepario de la Escuela de Ciencias
Quimicas de la Universidad La Salle parm determinar y conocer sua camcleristicas
microscopicas y morfologia colonial.

6.1.2.1 Cuents total de hangos,

8) Prepaacion de 1a muestra: Pesar do 1 a 10 g de lo mvestra (dependiendo de 1a
contaminacion que se espera cncontrar). Transferir a un frasco de dilucion, se completa a 10 &
100 ml con agua estéril, dependiendo del peso de muestra tomado. Agitar durante 5 tinutos, v
preparar diliciones decimales si se cree convenicnte, agitar durante un inuto y dejar asentar
las particulas gruesas antes de medir Ia cantidad para 1a signiente ditucidn o pam sembrar en
las cajas Petri (19).
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b) Transforiv | m! de la muestra o diluciones a cajas Petni eaténles. Agregar de 12 420
mt del medio de cultivo Agar papa y dextrosa (PDA.) fundido (se mantiene a tewperatura de

45°C 4 1°C en un bafio do agua) y acidificado a un pH do 3.5 con 4cido tastarico. Mezclar 1a
muestra cuidando de que el medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar solidificar e tneubar

Ins cajas en posicion invertida a 22°C por § dias (19).
¢) Interpretacion de resultados: contar lns colonins de hongos que aparezean en lay
placas. Multiplicar por la inversa de la dilucidn (19).
6.1.2.2 Microcultivo de posible género Aspergiling.

a) Con el bistur previamente mojado en alcohol y flameado para esterilizarlo, cortar un
cuadrito de PDA. de 1 cm por lado.

b) Con Ia aguja de diseccion prevismente eaterilizada colocar el agar en ol ceniro del
portaobjetos deutro de la caja de petri quo anteriormente fuo puesto sobre 1a varilla doblada,

¢) Medianto el asa doblada en angulo recto tomar un pequefio fragmento do 1a colonia
del hongo aislado ¢ inocular un lado del cuadro de agar. Hacer lo mismo con log tres lados
restantes.

d) Con las pinzas previamente flameadas poner el cubreobjetos sobre ¢l agar. Presionar
ligeramente sobre el cubreobjetos con el fin de que se adhiens al sgar.

¢) Con una pipeta estéril poner 10 ml do glicerol en Ia caja de petri procurando no majar
¢} microcultivo,

f) Incubar a 25°C.
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£) Pxaminar el microcultivo periédicamente hasta observar que ha erecido y esporulado

Esto se pucde observar a simple vista o bien al microscopio.

h) Una vez que el hongo ha esporulado, con una pipeta Pasteur desechar el gliceral y

sustituirlo por formol al 10%. Dejar actuar por 1 hora.

i) Poner 1 gota de azu! de algodén lactofenol en el centro de un pordaobjetos limpio

j) Con unas pinzas scparar el cubreobjetos del microcultivo y si es necesario quitar
restos de agar, hacerlo con la aguja de diseccion.

k) Poner el cubreobjetos sobre 1a gota de colorante y presionar un poco con el fin de
eliminar las burbujas de aire que pudieran haberse formado.

1) Bliminar el exceso de colorante si lo hay y sellar Ia preparacion con esmalto de ufias

incoloro.

m) Observar la preparacién al microscopio para su identificacion.

6.1.2.3 Identificacion en el microscopio del hongo Aspergiliicy.

Maorfolégicamente, sus colonias se extienden rapidamente, y al principio tienen un colog
verde amarillento en medio de cultivo PDA, que se oscurece con el tiempo hasta convertise en
verde pardusco.

Microscopicamente, el micelio es seplado, en Ia parte sumergida y en la parte aérea,
cou conidioforos mAs o menos perpendiculares a una célula pedunculada quo se ensancha en su
dpice, terminando en un ensanchamiento, 1a veslcula, que contiene una o dos filas de
esterigmay, Ja ultima de las cuales es 1a portadora de las cadenas de conidios.
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6.1.3 Decterminacion de aflatoxinas por el método do cromatografia en capa fina.

Esta prueba es discflada para ballar la posible presencia de aflatoxinas By, By, Gy y Gy,

que son contaminantes muy peligrosos en cualquier material de origen vegetal (24).

6.1.3.1 Preparacién do las muestras,

Moler no meaos do 100 gramos de Ja planta medicinal cruda a un polvo algo fino
(pasarlo por un tamiz N° 325). Bl tamatio mas grando de muestra, puede ser de S00 granxs a |1
kilogruno, entre mas grande sea el polencial e mejor pam desculrir embolsados de

contaminacion.

6.1.3.2 Exiraccién.

Pesar y transferir 50 gramos de] material pulverizado 8 un matraz de cristal conico
tapado y afiada 170 mi de metanol y 30 ml de agua destilada. User un aparato mecdnico, agitar
vigorosamente por espacio de 30 minutos. Filtrar a través do un papel filivo de porosidad media.
$i requicse de un procedimiento especial de limpieza general (eliminacion de interferencias),
coloctar por una parte 100 ml del filtrado (A), por otra parte desechar los primeros 50 mi y
colectar 40 ml del filtrado (B).

6.1.3.3 Eliminacién de interferenciag,
Para eliminar interferoncing de pigmentos de la planta usar ol procedimiento espocial de
limpieza general, transferir 100 ml del filtrado (A) a un vaso de precipitados de 250 ml.

Agregar 20 ml de acetato de zinc/cloruro de aluminio y 80 ml de agua destilada. Agitar durante
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5 ininntos, aftadis § gramos de tiers do distomaccas, mezclar y filtrar a tmvés de un papel Bine

de porosidad media. Desechar fos primeros 50 mi y coleccionar 80 anl de filtrado (7).

Transferir cualquiera de log dos filitados B 0 C a un embudo de separacién Apregar 40
ml de clonmo de sodio (100 @/1) y 25 ml de éter de petrdleo, y agitar por 1 minuto Dejar que
las capas se separen y transferir 1a capa mas baja & un segundo embnido de separacion. Extouer
dog veces con 25 ml de diclorometano y agitar por 1 minuto. Dejar que las capas se separen y
combinar las copas mAs bajas en un malraz conico de 125 ml. Afladic vanas perdas Jo
ebullicidn y evaporar casi a ssquedad en un bafio de agua. Enfriar el residuo, tapar el matraz y
guardar pana fa determninacion por cromatografin en capa fina.

6.1.3.4 Purificacion del extracto.

Si ¢8 necesario, purificar el extracto ademas do las interferencias usar una columna de
300 mm x 10 mm con tapon. Ponar 2 gramos de silica gel con 10 ml de una mezcla de 3
voliimenes de éter efilico y 1 volumen de éter de petrdleo, verter en la columna y lavar con S m!
de la miama mezcla de solvente. Dejar que ¢} absorbente e eatablezca y sumentar la superficie
de 12 columna con una capa de 1.5 gramos de sulfato de sodio anhidro. Disotver ef residuo en 3
ml de diclorometanc y tranaferirlo a 1a columna, Enjuagar ¢ matraz dos veces con poeciones do
1 m! de diclorometano y agregarioa & fa columna, eluir & una velocidad de 1 mb/min, Afladir
scesivamente a la columna 5 ml de éter de petrdleo, 5 ml de éter etilico y 5 m) de
diclorometano, y eluir a una velocidad no mayor de 3 mVmin Desechar las eluciones.
Aumentar 1a columna con 6 ml de una mezcla de 9 volismenes de diclorometano y | volumen
de acetona y eluir a una velocidad de 1 ml/min,, preferentemente sin usar vaclo. Coleclar esta
elucion en un matraz pequefio (frasco color dmbar de preferencia), afiadit unas perlas de
ebullicidn y evaporar justo a sequedad en un batto de agua.
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6.1.3.5 Preparacion del estindar de aflutoxinas.

Preparar el esthndar de 1 mg en 5 ml de una mezela de 98 voliimenes de cloroformo y 2
volimenes de acetonitrilo. Para tener las concentraciones precisas de los estdndares de

sflstoxinas 1), By, Gy y Gz en pastes por billén (ppb) se hace 1o siguiente;
Se toma: 1 m} Std. + 9 mi de cloroformo-acetonitrilo (98:2 vAv) = 20 ppm (1)
0.75 ml Std. +9.25 ml de cloroformo-acetonitrilo (98:2 vAv) = 15 ppm (1)

0.5 m! Std. + 9.5 m! de cloroformo-acetonitrilo (98:2 v/v) = 10 ppm (1)
0.1 mi Sid. + 9.9 m! de cloroformo-acetonitrilo (98:2 viv) = 5 ppmn (1)

solucion 1 de cada concentracidn

De la sofucion 1 &Jnoomentmciénu!«m
0.1 mat + 0.9 mi de cloroformo-acetonitrilo (98:2 v/v)

loluciélL, (1:10)

De la solucion 2 de cada concentmcion se toma
0.1 mi + 0.9 ml de cloroformo-scetonitsilo (98:2 viv)

solucién 3, (1:100)

De 1a solucion 3 de concentracion se toma
0.1 ml + 0.9 1} de cloroformo-acetonitrilo ($8:2 viv)

|

solucidy e ppb, (1:1000)
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6.1.3.6 Preparacitn de los residuos de las muestras.

A uno de los residuos obtenidos de lay muestras, agregar 0.2 m! de una mezcla de 98
volimenes de clorofonmo y 2 volimenes de acetonitiilo, Yapar el matsaz y agitar vigotosnmente

hasta disolver fos residuos, preferenterente usar un agitador de tipo Vortex

6.1.3.7 Aplicacién de las muestras en cromatografia en capa fina.

Llever a cabo la prueba de “cromatografia en capn fina”, usar silica gel como la
aubstancia de 1 capa y usa mezcla de 85 volamenes de cloroformo, 10 volimenes de acetona y
S voliimenes de 2 propanol como la fase movil. Aplicar separadamente a la placa 30 pl de cada
uno de 1os estAndares de aflatoxinas a las concentracion de 5, 10, 15y 20 ppb, entonces aplicar
tres volinenes, cads uno de 10 yul de los residuos de mueatra. Colocar la placa on una cdmara
de saturacién, esperar a que la mezcla de solventes (fase movil) suba al limite de la placa.
Después de remover Ia placa de 1a cAmara de saturacion, dejar que seque en aire y examinar ef
cromatograma en un cuarto 0scuro o caja bajo luz ultravioleta (365 nm.).

6.138 Interpretacion de resultadas,

Cluramente se sopamn cuatro manchas, doe azules fluorescentes y dos verdes
fluorescentes que se oblienen de la mezcla de los estAndares de aflatoxinas B y G
respectivamente, Observar cualquier mancha oblenida de las soluciones de los residuos que
coinciden en color de fluorescencia y posicion de los By (mencionados en la tabla 5.2.2.3.1.1)
de los estandarcs do aflatoxina. Si se obtiene cualquier mancha, igual a la posicién de cada
mancha fluorescente de las soluciones de los residuos con los de los estandares de aflatoxinas
identificar el tipo de aflatoxina presente, Obtener una estimacién aprximada en Ja muestra por

comparacién de intensidad de 1as manchas con la concentracion de los estandares de aflatoxina,
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En 1as Tablas de la 1 4 la 9 se muestan loa resullados obtenidos de 1as 55 muestras
analizadas, para la cuantificacién de hongos, la identificacion del géuero Aspergillus, la

determinacion y cuantificacion de las aflatoxinas By, By, G, y (o,

Las 50 primems muestrus son de marcas comerciales nacionales mas consumidas
mostradas en las tablas 1 a la 8 y en la tabla 9 son las S mucstras restantes a granel
deahidratadas,

En los resultados de 1a cuantificacién de hongos se expresan en “unidades formadors
de coloniag/gramo, (ufc/g)”,

Asf como, en los resnltados de determinacion y cuantificacion de aflatoxinas se expresan
en “partes por billon, (ppb)”.

Fn la grifica N° | se muestra los resultados obienidos en porcentajes de las 36 muestras
con el género Aspergillus. En la grifica N° 2 se muestran los porcontajes de las muestras que
contienen aflatoxinas.

En ls grifica N° 3 se muestran los resultados obtenidos en porcentsjes de las 15
muesiras que contienen aflatoxinas, 13 muestras con Aspergillus y 2 muestras no contienen
dspergiliis. En la grafica N° 4 son los porcentajes do los diferentes tipos de aflatoxinas que
son By, By, Gy y Gy en las 15 muestras,
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MUEST ) 4, CON Cl NACIONALES
Tabla N°1.
e — e e ————— e
MUESTRA CUENTA TOTAL | N°DE HONGOS CON MORFOLOGIA AFLATOXINAS
DE HONGOS COLONIAL Y MICROSCOPICA

IGUAL AL GENERO Agporpilips B, B, G, G
1 10 ufc/g Negativo © © Q] ©
2 10 afe/g Negativo QO o Q) ©
3 100 ufc/g 43/100 © 9] © ©
4 40 ufc/g Negativo Q) © © )
5 55 ufe/g Negativo Q) © Q] ©
6 17 ufc/g 10117 o © © o)
7 < 10 ufo/g Negativo © © 9] ©
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® TablaNe2.

S o
MUESTRA CUENTA TOTAL | N°DE HONGOS CON MORFOLOGIA AFLATOXINAS
DE HONGOS COLONIAL ¥ MICROSCOPICA

IGUAL AL GENERO Aspagilbe B, B, G G
8 2600 ufc/g Negativo © © O] ©
9 148 ufc/g 107/148 &) O] “ O]
10 60 ufe/g 10/60 O] G - Q)
11 30000 ufc/g 8333/30000 “ 0] - O]
12 29200 ufc/g 7000/29200 “ © & ©
13 12200 ufe/g 1000/12200 O] (O] ) ¢
14 18667 ufc/g 2000/18667 O] (-} =) 0]
15 19667 ufe/g Negarivo o) - =) -}
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Tabla N° 3.

g ——————————ttptytg3 2ty
MUESTM CUENTA TOTAL | N°DE HONGOS CON MORFOLOGIA AFLATOXINAS
DE HONGOS COLONIAL Y MICROSCOPICA

IGUAL AL GENERO Agpgyilins B, B, G G;

16 8250 ufe/g Negativo © © © ©

17 7600 ufo/g 133377600 & ©) © ©

18 15500 ufc/g 15000/15500 © © ® -

19 28500 ufc/g 16000728500 © Q) ® O]

20 16000 ufe/g 4250/16000 e Q)] © -

21 13 ufc/g Negativo Q) 0] O] 'S

22 <10 ufe/g Negativo © © o) Q)
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Tabla N° 4.

DE HONGOS COLONIAL ¥ MICROSCOPICA

IGUAL AL GENERO Agpaypilies B, B, G G
2 184 ufe/g Negativo O] G © O]
24 17 ufe/g Negativo @ © © ©
25 25 ufelg 25125 O] © © )
26 40 ufe/g 10/40 o) o) “ ©
27 55 ufe/g Negativo © ® o e
28 10 ufelg 10710 O] O] 1) O]
29 10 ufelg 10710 S - S O]
30 17 ufe/g 10717 O] O] - Q)




Tabla N*S,

e e e R
MUESTRA CUENTA TOTAL | N° DE HONGOS CON MORFOLOGIA AFLATOXINAS
DE HONGOS COLONIAL ¥ MICROSCOPIC A
IGUAL AL GENERO Asperpilbes B, B, G G
31 72 ufelg 50/72 © “ +) 1G]
10ppb | 10prh
32 80 ufe/g Negativo ) = 1O} (O]
33 85 ufe/g 40/85 O] Q) Q) ©
34 30ufe/g 20730 ) © 0] G
35 74 uic/g 27774 8] © = )
. sopb
36 137 ufe/g Negativo ) o O] ©
_

1L




L

Tabla N* 6.

CUENTA TOTAL

N*DE HONGOS CON MORFOLOGIA AFLATOXINAS
DE HONGOS COLONIAL Y MICROSCOPICA

IGUAL AL GENERO spguilis B B, G G
37 110 ufc/g §5/110 © ® ® S
38 155 nf/g 4sn1ss ® &) 'Cp) ©

10 ppd

39 633 ufc/g Negativo ® ® © ®
40 162 ufelg 43/162 o 10 (O] ©
41 1033 ufe/g Negativo O] =) ) Q)
42 4700 ufe/g 1300/4700 @ ® © 0]
43 3100 ufc/g 1367/3100 Q] = 3 ¢
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Tabla N*7.

MUESTRA CUENTA TOTAL | N° DE HONGOS CON MORFOLOGIA AFLATOXINAS
DE HONGOS COLONIAL ¥ MICROSCOPICA
IGUAL AL GENERO Agpgryifiys B, B; G, G
44 3033 ufoig 66773033 ) O] © ©
10ppb

45 3450 ufolg 9333450 ) © &) Q9]
5-10 5-10 ppb 10-15 ppb

46 2767 ufelg 86712767 ® O 19 &3
5-10 ppb

47 1400 ufe/g 100/1400 O] 1) @ 180
5-10 pob

48 1400 ufc/g Negativo Q] o ™ 18]
5-10pps | 5-1Cppb
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TablaN°* &

MUESTRA CUENTA TOTAL | N°DE HONGOS CON MORFOLOGIA AFLATOXINAS
DE HONGOS COLONIAL ¥ MICROSCOPICA
JGUAL AL GENERO Asperpilins B, B, G G
49 3950 ufe/g 1000/3950 O] © © @
5-10 ppb
50 1333 ufc/g Negativo P © &) )
5 ppb 15-20ppb | 5-10ppb




MU RANE RATADAS

Tabla N*9,
A e S R
MUESRA CUENTA TOTAL | N°DE HONGOS CON MORFOLOGIA AFLATOXINAS
DE HONGOS COLONIAL ¥ MICROSCOPICA
IGUAL AL GENERC Asporgilins B, B G G
51 13000 ufe/g 400/13000 Q) © o )
5-10ppb
52 23667 ufe/g 1000723667 O () 1$2] )
15-20ppb | 15-20ppb
53 3000 ufc/g 10073000 O] © o) ™)
5-10 ppb 5-10ppb
54 54333 ofe/g 2000/54333 © ® Co] 6]
10ppb 5-10 ppb
55 78000 ufe/g 11000778000 O] © ™ “
10-15pph 10 ppb .
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Gréfica N 1. Porcentaje de muestras con género

Aspergillis

{113 muestias con olios
hongos, 3%

1 36 muesas con género
Aspeglhis. 65%
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Gréfica N* 2. Porcentaje de muestras con aflatoxinas y sin
aflaioxinas.

[ Muestias sin Allatosinas [4(;1, »
£ 4

]
B Muestras con Aflatorinas {15),
2%




Gréfica N? 8. Porcentaje de muestras con y sin
género Aspergilus que presentan Afiatoxinas

1%

(313 muestras con Aspaigltus y
Allalosnas

B 2 muestias sin Asorglus v
Aflasloxinas
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Gréfica N! 4 Porcentajes de los tipos de Aflatoxinas 8, B
Gy G contenidas en las 15 muastras con aflatoxinas.

B i

[} Ablowna B {3 mussbios)

R Aatowina B, (0 musetior)

B Atosina G ; (3 muestias)

3

1 Afialosna G , {13 muesioo)
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ANALISIS DE RESULTADOS

Este trabajo de tesis se realizd con una plants medicinal como lo ea la Matricaria
chamomilla (manzanilla) pata deferminar la presencia de aflatoxinas, debido o la gran

inportancia carcinogénica de estas ultimas.

En primer lugar so analizaron 55 muestms que son un ndmero aceptable, esto fue
determinado por el método de aproximacion con distribucién binomial, siendo del 95 a 99% de

Se realiz la cuenta tolal de hongos y con una cepa do Aspergiflus sp se compard la
motfologia colonial de 1as muestras y asi de esta manera se seleccionaron las muestras con
dicha morfologla y se procedit a realizar los microcultivos, obleniendo de éstos la morfologla
microscopica y asf obtener resuliados seguros de lu presencia del género Aspergillus, como se
pestran en las tablas de resuliados de 1a 1 a 1a 9, De las 55 muestras s6lo 36 muestras son
positivas por 1a presencia del género Aspergillus (65.5%), como se muestra en la grifica N* 1.

Deapués de haber realizado la cuenta tolal de hongos se llovd a cabo 1a delerminacidn de
sflatoxinas por cromatografia en capa fina, do las 55 mucstras (otaes nolo 15 muestras
contienen aflatoxinas de los diferentes tipos (27.3%), como se muestra en la grafica N° 2,

De las 36 muestras con géneso Aspergillus solo 13 contienen aflatoxinas (23.7%) y 2
muestras sin oste género que preseatan aftatoxinas (3.6%).

En la grafica N° 3 se observan los porcentajes de muestras con y sin género Aspergillus
que presentan aflatoxinas, el 86.7% y el 13.3% respectivamente.

De las 13 muestras con el género Aspergilius y aflatoxinas tiensn sus Hmites superior e

total de hongos de estas 13 s de 78000y 74 ufe/y respectivamente; la cuenta total de hongos de
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1a8 2 mwuestrag sin ¢l pénero dspergillus y aflatoxinas tieners sus Huntes entre 1400 v 1333
ufe/g.

Fn basc a dstos resntindos se demuestra que pucden existir aflatoxinas sin la presencia
del género, ésto se debe a que desde el momento de la recoleccion de la manzanilla no sea
nancjada adecuadamente cuidando la humedad, temperatua y alimacenamiento, realizandose
as! la produccion de hongos que posteriorniente seran eliminados con la sanitizacion (tambien
depende del tipo de sanitizacion que se lleve 8 cabo), quedwdo el metabolito del hongo
Aspergillus flavus o parasiticus y asl produciéndose Ins aflatoxinas sin que esté presente los
hongos, pero en este estudio la sanitizacion no fue buena ya que hay presencia de hongos de
diferentes tipos en todas las muestras,

En la grifica N° 4 se observa que el porcentaje de cada aflatoxing es: By tiene un 129,
1a Gy es del 36% y G es del 5294, lo cual indica que la aflatoxina G, esta prosente en mAs de In
mitad de las 15 muestras,

De las 55 muestrus tolales analizadas, las 5 Gltimas que aparecen en la tabla 9 de
resultados fueron 1as que mostraron las concentraciones mas altas de aflatoxinas, ésto se debe a
que no Hlevaron ning\in control de sanitizacién.

En base a todos estos resultados se dice que el 23.6% de 55 muestras totales cumplen
con la Norma Oficial Mexicana NOM-F-293-1982, porque no oontienen microorganismos
patdgenos (género Aspergillus) y sustancins toxicas para el ser humano.

Con los resullados obtenidos de aflatoxinas el 73.3% si cumplen con lo propuesto por la
FDA ya que el imite permitido es de 15 - 20 ppb de aflatoxinas y el 26.7% no cumplen con el
limite permiticdo ya quo contienen mas de dos tipos de aflatoxinas que con la suma de la
cantidades de aflatoxinas rebasan el limito de 15 - 20 ppb.
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CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis, se analizaron 55 muestras totales de Matricaria chamomilla

(manzanitla), de las cuales 15 muestras (27.3%) salicron positivas con aflatoxinas

En la cuantificacién de esporas ¢ identificacion del género Aspergillus , se encontrd que
de lag 55 muestras totales, el 65.5% contienen este género.

La aflatoxina mas frecuente es Ia G Con esto se puede concluir que probablemente cl
hongo presente en la manzanilla en su mayor parte es el Aspergillus parasiticus ya que ¢ste es

formador de las aflaloxinas B y G, el hongo Aspergillus flavus principalmente forma a la
aflatoxina B.

El porcentaje de las mueatras quo cimplen con el limite permitido de aflatoxinas (15-20
ppb) propuesto por 1a FDA es del 73.3% y el 26.7% no cumple con el limite mencionado
debido a que 4 muestras contiencn mas de dos tipos de aflatoxinas y la suma de las
concentraciones do Las aflatoxinas rebasan el limite permitido por la FDA.

La importancia saniiaria es de mencionarse porque las aflatoxinas principalmente
producen cncer en ol higado por absorcitn do la piel, inhalacion o ingestion. En el caso de Ia
preparacién de té de manzanilla no es de preocupacion porque se prepara la infusion con agua
hirviendo, en la cual no se disuelven las aflatoxinas; pero si habria problema ai se ingiere un
licor de manzanilla o se aplican fomentos de manzanilla preparados principalmente con alcohol
pmm;ohsnﬂntoﬁmsnedimnlvmmesh tipo de solventes y de esta forina pasa al organismo
humano, provocando los dafios mencionados con anterioridad.
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