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DESCRIPCION DEL TRABAJD

La presente investigacifin tiene como objetivo primordial, la
.detececidn de micotoxinas en dulce de cacohuate estilo mazapan, --
principalmente de aquellas que ¢n su estructura contienen un ani--
1lo-bisfurano. Para establecer el muestreo adecuade, fue necesa--
rio considerar las marcas comerciales existentes en el D.F. El ta
mafic de la muestra se eligid con base en los Planes de Toma de ==
Huestras para Alimentos Pregnvasados del Codex Alimentarius.

Las muestras sc prepararon conforme a lo recomendado por  los
Métodos Oficiales de la ARAC y el apfilisis se hizo por el método -
de Stoloff, con variantes en la eliminaecifn de la fraccidn grasa.
La cuantificacidn se efectud por un mEtodo semicuantitative en cro
matografia en capa fina, comparando intensidad de mancha con estéﬂ
dares puros,

Los resultados se agruparon ¥ fueron analizados. Con base a
lo anterior, se forpularon las conclusiones y recomendacicnes per-
tinentes.

JUSTIFICACION

- Desde el punto de vista de la salud piblica, la determinacidn
de micotoxinas en alimentos de consume humano animal es importante,
porgue entre ellas se encuentran sustancias con un elevado pcder -
carcinogénico, como es el caso de las aflatoxirzs, que presentan -
uno de los mayores poderes hepatocarcinogénices sckre upa gran va-
riedad de animales y sobre el hombre. Por otrc lade, las micotoxi
nas son productos metabdlicos de un organisme vivo (el hongo) que
existe en el sistema ecolbgico natural, peor lo gue no pueden ser -
totalmente erradicades.

De las micotoxinas se determinaron aguellas gue tienen en  su



estrucfura_un anillo bisfurano, porque se sabe que son las que pre
sentan mayor toxicidad. Entre e¢stos compuestos se encuentran la -
-esterigmatocistina ¥y las aflatoxinas, ambas producidas principal--
mente por los géneros Asperpgillus y Penicillium.

La esterigmatocistina es uno de los precursores de las aflatp
xinas y aunque presenta una menor toxicidad, se considera de mucha
‘impertancia.

Lag aflatoxinas son sustancias que se encuentran ficilmente -
en produetos apgrieolas (maiz, arroz, cacahuate, etc.), ya que en -
ellos los hongos productores de &stas, encuentran un medio favora-
ble para su desarrollo.

Actualmente, no existe ninglin proceso a nivel industrial que
sea adecuado para la eliminaciédn de las aflatoxinas, a excepcidn -
de la técnica para el refinamiento del aceite comestible, sin gue
ademfs, se altere el valor nutritivo de los alimentos.

Uno de los sustratos en el cual se pueden desarrollo este ti-
po de hongos productores de micotoxinas, como anteriormente se men
ciond, es el cacahuate. En estudios realizados sobre este tema, -
se ha encontrado que contienen niveles considerables de aflatoxi--
nas.

Debido a los elevados niveles de produccidn comercial de dul-
ces de cacahuate estilo mazapdn, y de acuerdo a lo anteriormente -
expuesto, se impone la necesidad de conocer el grado de contamina-
cifn debido a la presencia de aflatoxinas,

El estudio estd enfocado bisicamente a la deteccisn de aflato
xina B,, puesto que e5 la que presenta mayor grado de toxieidad y
la que se encuentra en mayor cantidad en relacibn a los otros ti--
pos de aflatoxinas.



OBJETIVOS

l. Determinar la pruseneia de mlcotoxin&s. principal—.
mente de allatoxina Bl ¥ estarigmatociatina. en -=
dulee de cacahuate egtilo mazapdn.. - = :

2. Investigar medios de control para evitar la nonta—
minacién en el producto Tinal (dulce).

GENERALIDADES

MICOTOXTINAS

El término micotoxinas, que se deriva del griegec ‘mykes* (hon
go) ¥y del latin “toxicum» (veneno)}, se emplea para designer metabo
litos secundarios de origen fingico, que causan cambios patoldgi-~
ces y anormalidades fisioldgicas en el hombre y en los animnles de
sangre callente. La micotoxicosis es el envenenamiento que puede
geguir a 1la ingestidén de alimentos'y forrajes contaminados con mi-
cotoxinas. {47)

A diferencia de otros agentes téxicos naturales y de los mi--
crobios patégenos, los hongos productores de micotexinas no se en-
cuentran restringidos en cuanto a su distribucién regional y son -
capaces de circular libremente en el ambiente sin depender de un -
parasitisamo selective al cusrpo humano, tomo en el caso de los mi-
crobios patégenos. En gegundo lugar, las micotoxinas producidas --
aparecen en donde el heongo crece y puede persistir en el matorial
afectado, aln despuds de 1la erradicacién del hongo. (47)



A principios de este siglo, ya se conocia.que ciertos metaho-
litos téxicos de origen flingico, producian efectos biolégicos tan-
to en el hombre como en animales; sin embargo, siempre se mostrd -
poce interés en ellos, hasta que en 1960, se presentd un importan-
te caso de micotoxicosis en Gran Bretafa. A partir de ese momento
se ha demostrade que muchas enfermedades cuya eticlogia se descong
efa, resultaban de la ingestifn de alimento y forraje contaminadoc
por hongos, (47)

Entre los casos de micotoxicosis que se han reportado en el -
iltimo siglo, se encuentran: .

1, . En el siglo XIX en Japdn, se presentd una enfermedad cuya --
etiologia se relaciond con la ingestidn de arroz amarillo con
taminade. En Rusia se presentd un caso similar relacionado -
con la ingestifn de trigo ¥y cebada almacenada durante largos
perfodos.

2, Uno de los casos de micotoxicosis mis importantes, es el cong
eide como Ergotismo, que es el producido por la ingestién de
centeno y otres granes contaminados por el hengo Claviceps -
purpurea. En la actualidad, no se presentan mis que casos -
muy aislados, el (iltime brote a gran escala se presentd en -
1825 ¢ importantes casos se presentaron en Rusia {(1926-27), -
Inglaterra (1928) y Francia (1951},

3. ' El eczema facial, es producido por la ingestidén de pastura in
fectada con Pithomyces chartorum. Esta enfermedad se conoce
desde 1822 y en 1852 en E.U.A, s6e presentaron varios casos.

W, La enfermedad producida par Fusarium es la micotoxicosis, que
aparte de ser una enfermedad muy tipica, es muy compleja. En
Japén Gnicamente ge han presentado casos aislados, mientras -
que en Rusia se han reportado casos a gran escala. (47)

5. Otro tipo de micotoxicosis, ¢s la que resulta de la ingestidn

de forrajes {heno, paja, ete.) infectados por el hongo Stachy
botrys atra. Este sindrome se reportd primero en Rusia en -



1931, donde afectd severamente caballes causando un elevado -
indice de mortalidad. Se ha demostrado que varios animales -
domésticos y de laboratorie, asi como el hombre,. sen suscepti
bles a esta micotoxina, ’

" B. Otra enfermedad conocida con el nombre de ATA, es la micotoxi
cosis, que aparte del ergotismo, ha causado muchas muertes dg
seres humanos durante epidemias de la enfermedad. En donde -
se ha presentado con mayor frecuencia es en Rusia. (40)

A pesar de los importantes casos de micotoxicosis que se han-
presentado, no fue hasta la década de los afios 60's que debido a -
la muerte de muchos paves en Inglaterra, y en otros paises-dpnde'—-,
se presentarcn casos Bimilares, que se comenzaron a hacer estudios
serios sobre estas enfermedades. (40)

CARACTERISTICAS Y CLASIFICACION

En general, todos leos alimentos tanto para consumo hdmano co-
me animal, estln expuestos a la contaminacibn por hongos, la cual
puede ocurrir durante su cultive, cosecha, transporte y almacenaw-
miento y aun en las tiendas, prestaurantes y el hogar, en donde es-
peran para ser consumidos. Siempre hay una posibilidad de que se
reunan las condiciones necesarias para su crecimiento. (40}

Desde el punto de vista ecoldgico, las condiciones climiticas,
como la temperatura y la humedad, controlan el crecimiento de los
hongos y su actividad. Se ha confirmado que temperaturas modera--
das favorecen la produccidn de micotoxinas.

Otro de los factores que influye en la contaminacifn de los -
granos por hongos, es que los granos presenten algln defecto o mal
trato de la guperficie sin pulimentar, sobre todo alrededor del em
bridn. {u47)



" La aceidn bioldgica y toxicolégica de las micotoxinas no sdlo
se encuentra influenciada por condiciones ecolbgicas generales, si
ne también por la ecologis humana, incluyendo factores perscnales
y socioeconSmicos. Estos {iltimes afectan claramente el tamafio y -
el patrdn de formacidn de la enfermedad y caracteristicas epidemio
légicas, mientras que 1la pituacidn ecoldgica total pueden servir -
para promover o iphibir la enfermedad en desarrollo como un todo y
agi afectar los pasos para la prevencibn de la enfermedad. (47)

CLASIFICACION
Existen varias formas de clasificar a las micotoxinas:

1. De acuerdo a las diferentes afinidades que presentan ante 105‘
organos animales: (47) :
1.1 Organos digestivos: T

1.1.t Higado: Aflatoxinas (B,, By, G ¥ M), ester;gma-,

. tocistina, ochratoxina, patulina.

1.1.2 Conductos biliares y vesicila biliar: Aflatoxlna
B, ¥ rubratoxina B.

1.1,3 ‘Tracto digestivo: {(boca, esb6fago, estémago e in--
testino): Ochratoxina A, aflatoxina By.

1.2 Organos urinarios:

1.2.1 RiAdn: Aflatoxina B, y Gy, ester;gmatoc;at;na,' -
ochratoxina A y patulina.

1,2.2 Ureteres y vejiga: esporidesmina.

1.3 QOrganos hematopoyéticos:
1.3.1 Médula bsea: Ochratoxina A. ) -
1,3.2 Ganglios linfaticos: Aflatoxina B,, rubvatoxlna B.

1.4 Piel: Patulina.

1.5 Organos endbcrinos: Aflatoxina B; y-G;.



Organos reproductores: .
1.6.1 Femeninos: (Ovarios, ftere, vulva, gléndulas mama

rias}): Zearalenona, -
1.6.2 Macculinos:; (Testiculos): Fusarenona X.

Sistema nervicso: Aflatoxina B;, rubratoxina B.

- Organos circulatorics: Zearalenoha.

1.8.1 Corazén: Aflatoxina B,, rubratoxina B, zearalano-
na. ' :

Organos respiratorios:
1.9,1 Pulmones: Aflatoxina B,, patulina.

Conforme a la familia de hongos que las producen: (47)

2,1

Micotoxinas provenientes de hongos Peniccillium: Entre -
8stas se encuentran citreoviridina, citina, patulina, ru
gulosina,

Micotoxinas provenientes de hongos Aspergillus: Aflatoxi
nas, 8cido aspergilico, esterigmatocistina.

Hicotoxinas provenientes de hongos Fusarium: Acide fusé- - -
rico, moniliformina. ’

Desde el punto de vista de su estructura quimica, las micoto-

xinas se clasifican en: (b7)

3.1

Micotoxinas derivadas de aminodcidos: Algunas micotoxi--
nas importantes que contienen nitrbégenc, se sabe que pro
vienen de aminecdcidos. En las rutas metabdlicas de ami-~
noicidos en plantas superiores, la descarbexilacidn de -
ellos ocurre frecuehtemente formande las aminas corres--
pondientes. Estas aminas se conocen como protealcaloi--
des y actlan como precursores de la biosintesis de aleca-
loides. Sin embarge, la descarboxilaci®n es menos impor
tante en los hongos y varias amidas y péptidos se produ-
cen en plantas superiores, Algunas micotoxinas pertene-
cientes a este grupo son: esporidesmina, gliotoxina.
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Micotexinas provenientes de la via mevalonateo: Aunque -
los hongos nec contienen monoterpenos, generalmente se o
producen muchos sesqui, di y terpenos. Como el papel -
del dcido mevalbdnico en la sintesis de estos isoprenoi--
des fue descubierto, s5e¢ le cohoce a esta biosintesis co-
mo "via mevalonato". La mayoria de estos compuestos es-
tin altamente oxigenados ¥ en pgeneral, contieneh grupes
epoxi.

Algunas micotoxinas provenientes do este grupo Son: niyg

lenol, fusarenona X y la toxina T-2, que tambié&n perteneg

cen al grupe de las micotoxinas provenientes de hongos -
Fusarium. La toxicidad de estas micotoxinas es similar
entre ellas y causan lesiones radiomiméticas al tracto -
intestinal en la administracifn de dosis letales de las
mismas, a ratones en diferentes estudios hechos en labe-
ratorio.

Micotoxinas derivadas a partir de la via "acetato malona
to". A pesar de que las aflatoxinas tienen uh esquelecta
de cumarina y tienen la fluorescencia caracteristica de
estos compuestos, se sabe que proceden de la via "aceta-
to-malonate"”. Otra micotoxina que pertenece a este gru-
poe es la ochratoxina, cuyos efectos nefrotdxicos son co-
nocidos.

Micotoxinas derivadas de la via aremitica de biosintesis
Un papel importante de la via del Scido shikimico en el
metabolismo secundaric, es proveer intermediarios para -
la biosIntesis de compuestos aromiticos, incluyendo ami-
nofcidos aromaticos. Muchos compuestes fendlicos sime--
ples, se producen en los hongos, pero casi todeos estos -
compuestos se derivan de la via "acetato-malonato’. El
dcido shikimico, juega relativamente un pequefio papel en
el metabolismo flingico.

Dentro de este grupo de micotoxinas se cencuentran: La -
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xantoxilina, la cual presenta'hepaﬁotéxﬁcﬁﬁad:en anima--": .
les de laboraterioc, asi como xantocascina y terfenilina. -

TOXICOLOGIA DE LAS MICOTOXINAS

La toxicidad de una sustencia es su capaéidéd iﬂtrinseéa para -
producir dafio cuando es administrada sola. E1 peligro de una sus-
tancia es su capacidad para preoducir dafio bajo las condiciones de
explosidn. (4) '

Comc ya se menciond, las micotoxinas son metabeolitos secunda-
rioe capaces de producir una respuesta tSxica (micotoxicosis) en -
humanos y animales. Los hongos capaces de producir metabolitos td
xicos, estln distribuidos en una gran variedad de familias y no -
existe una regla especifica concerniente a la habilidad de produ--
ecir micotoxinas. (47)

En general, 1las micotoxicosis se presentan mis en los anima--
les domésticos que en el hombre, probablemente esto se deba a que
los primeros consumen siempre el mismo tipo de alimento (aln des--
pués de que &ste se encuentre contaminado), mientras que el hombre
tiene una dieta variada y la comida contaminada es rechazada debi-
do a que se colorea por la presencia de los hongos y ademdis presen
ta un olor caracteristico, (H7)

El grado de toxicidad, el cual se expresa como dopis letales
para animales, depende de:

1. Especie: Uno de los factores importantes que influyen en el -
potencial tbxico de las micotexinas en cuanto a los diferen--
tes niveles tSxicos, va de acuerdo 4 la especie del animal en
experimentacidn. Algunas de estas diferencias se encuentran
en el Cuadre No, 1.
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'CUADRO Ho, 1.

DIFERENTES VALORES DE DOSIS LETALES DE MICOTOXINAS PARA DIFERENTES ESPECIES

ESFECIE

- Fusarenona ¥
Ratén u.2
Rata u.0
Hamster 10;?:' .
Conejo 03205
Gate T 0.
Perro - 1.0

Mono 2.2-7.8 . .

Fuente: (47)

Edad y sexo. 'En general, se sabe que los animales ?ecién na-
cidos y los machos son mis susceptibles a las micotoxinas que
los adultos y las hembras. En cuanto a la edad, se sabe que
ciertas especies maduras son mis resistentes, ello quizis im-
plica, la existencia o desarrcllo en esa etapa de una enzima

encargada de la biotransformacidn de ciertas micotozinas. (7)

Via de administracibén. Se han hecho estudios sobre las dosis
letales de las diferentes micotoxinas, dependiendo de la via
de administracidn. En general, se ha encontrado que la via -~
de administracidn que presenta las menores dosis letales es =
la intravenosa, le sipue la intraperitoneal, la subcutSnea vy
la Gltima es la via oral. En el Cuadro No. 2, se observan al
gunas dosis letales conforme a la via de administracidn.
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CU&DRO No.-

DIFERENCIAS EN EDSIS LE'I‘ALIS DE MTOJ'TOXIW\S DE ACUERDD A !.A VIA DE ADMINISIRACION

Micotoxina - mmm' -'- fg'?' mu(mm@
R ) ST D LB S8 o POk
Citreoviridina Ratén’ T W R T R
Rubratoxina B Fata ’ - 6.5
Acido fusfrieo Ratdn R RS 180 -
Esterigmatocistina ' Rata = 166
u,2 : 6.0

Fusarenona Ratdn

I.V. = Intravenosa I.P. = Intrapérituneéi' S.C. = SubeutSnea = P.0. = Oral
Fuente: (47) ' ' ’ '

Otros factores que influyen en la toxicidad de las micotoxinas
son: dosis, tiempo de duracidn de expesicibn, condicifn del animal
y composicidn de la dieta, entre otreos. {(40)

Para fines pricticos, el potencial téxico de las micotoxinas
se puede clasificar tentativamente en: (u7)

1. Extremadamerite tdxico: Dosis letales de menos de 1 mg!kg. ‘Por -

ejemplo: ciclocloravina y rubratoxina B.

2. Muy tdxico: Dosis letales de 1-10 mg/kg. For ejeﬁﬁlb?“éflﬁto{'-f

xinas, malformina y citrioviridinas.

3. T&xicas: Dosis letales de 10-100 mg/kg;'

Algunas micotoxinas son altamente tﬁx;cas .a- an;malesi e labora'
torio. Una toxina especifica puede afectar a-un rango ampllo de. -
animales domBsticos y experzmentales, xncluyendo ‘al. hombre,_m;enf—J
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tras que otras toxinas son especificas para una ¢ dos especies. -
Con respecto a la toxicidad crénica, se ha encontrado que varias -
micotoxinas sonh carcinogénicas, teratogénicas, hemorragicas o der-
‘matiticas; la mayoria son hepatocarcinogénicas, nefratotbxicas o -
neyrotéxicas. (40)

Los metabolitos flOngicos tdxices, presentan efectos dafiinos -
en varios Srgancs y tejidos animales. Desde el descubrimiento de
las aflatoxinas como hepatetoxinas, muches estudios han demostrado
que el higado es el &6rgano mds afectado por muchos metabolites ffin
gicos. Lae caracteristicas patolégicas de los dafios del higado, -
indican que existen diferentes tipos de micotoxinas hepatotdxicas.
Pueden atacar selectivamente las c&lulas parenquimales del higado
o células de Kupffer, o pueden afectar las &reas centrales o peri-
féricas de los l1dbulos del hipgado. AGn mis, la necrosis, acumula-
cifn de grasa y desaparicibén de glucdpgeno, indican modos diferen--
tes de dafic hepatotdxica. (40) '

Muchas toxinas fingicas, exhiben en general, especlflcxdad
por &rganos, la cual puede atribuirse a: (47)

1. Distribucién especifica de las micotoxinas a 105 6rganos ae

lecclonados.

2. Diferente susceptibilidad de las células 1nv01ucradas de -
acuerdo al grado de crecimiento celular. s

3.

L

nas son las micocotoxinas mis importantes,. dado a que au potente -
hepatoearc:no;enlcldad ha sido demostrada en® varlos an:males expe'
rimentales y se ha visto que se encuentra en vnr;cs productcs all-
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menticios. Otra micotoxina importante es la esterigmatocistina, -
que aunque tiene una menor toxicidad en comparacidn eon las otras

aflatoxinas, es importante ya que es un precursor de &stas. Pre--
senta una absorcifn muy lenta, pero se ha demostrado gue induce a
hepatomas en ratas y que puede producir tumores pulmonares cuando

se administra por periodos largos. {(43)

La luteoskyrina, la ciclocloratina (que puede ser idéntica a
la islanditoxina) y la rugulosina, representan el tercer grupo de
micotoxinas con reconocida capacidad carcinogénica para animales - -
alimentados durante largos periodes con productos afectados. Su -
presencia natural en alimentos, aparentemente alin no ha side veri-
Ficada. (47}

ATLATOXINAS

ANTECEDENTES

Antes de 1460, era poco lo que se conocla sobre la estructura
de los metabolitos tdxicos producidos por el honge Aspergilius -
flavus, La razfn por la que el estudio de las aflatoxinas no se -
comenzard sino hasta ese afio, fue que durante el misme, en Inglate
rra se reportd la muerte de una gran cantidad de pavos debide a -
una enfermedad a la que llamarcon "enfermedad X", la cual tambi&n -
afectd a patos y faisanes (24). Casi el mismo tiempo, en E.U.A.
murieron muchas truchas arcoiris que presentaban signos parecidos
a los de los pavos (hepatomas) (39,44), El gran nimero de muer—-
tes junto con las fuertes pérdidas econdmicas que implicaban, die-
ron lugar @ una intensificaci®n de los estudios que llevaren al -
descubrimienteo de las aflatoxinas. (2u)

Al analizarse los alimentcs consumidos, en un principio se -
sospechd de la existencia de un virus, pero despugs de varios estu
dios la idea fue descartada, tambi&n se sospech§ de bacterias patd
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genas, perc nuevamente los anfilisis demostraron que nc estaban in-
volucradas. Se realizaron anflisis para buscar agentes venenosos
en las muestras, ya fueran vegetales o de origen orginico o inorgi
‘nico, perc &s5tos tambifn resultareon negativos (8). Porp tltimo, -
se vio la posibilidad de una intoxicacién, lo cual orienté mejor a
la solucién del problema. (7, 339)

En 1962, se encentrd que el factor comlin a esta enfermedad de
todas las aves que la padecieron, era un lote de cacahuates proce-
dentes del Brail. (7, 39}

Se hicieron varios e¢studios para poder aiglar a la toxina y -
después de investigar su procedencia, se llegb a la conclusifin de
que era de origen ffingico y fue identificada como Aspergillus fla-
vus., (22)

Mas tarde, a la toxina se le denomind aflatoxina, términc que
se deriva de la abreviacidn taxondmica de Aspergillus (A) y las eg
pecies flavus (fla} (B), ¥ que en la actualidad se le asigna a un
grupoc de matabolitos secundarios tdxicos y carcinogénicos princi.-
palmente producidos por algunos honges. (6) -

CARACTERISTICAS Y TAXONOMIA DEL ASPERGILLUS

REINO: Fungi
DIVISICON: Eumycota
SUBDIVISION: Phycomycotina
CLASE: Hyphomycetes ] S
ORDEN: Monoliales ‘ f.ﬁﬂ‘
FAMILIA: Monoliaceae o T
GENERO: Aspergillus

. En los hyphomycetes, el micelo esti bien desarrollada y hay -
ausencia de células gemantes. Los conidios se producen. en conidid
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foros que no se epcuentran en un cuerpo fructifero. Algunas espe-
cies s8lo forman esclerocios. Estos hongos estin colocados en - un
solo orden, los monolineales.

Aspergillus:

Este glnero se caracteriza por tener conidibéforos con una ve-
sicula hinchada en el Spice, Los conidics son producidos por f£ig-
lides que pueden originarse directamente sobre la vesicula (bise--
riados). Las cabezuelas conidiales en Aspergillus son secas (es -
decir, no tienen mucilago) y los conidibforoe son amerosporas (sin
septas).

Las aflatoxinas son producidas por Aspergillus flavus y Asper
gillus parasitiecus. E1 grupo A. flavus es un constituyente de 1la
microflora del aire y la tierra, y estd asociado con plantas vivas
y muertas y animales en todo el mundo. E1 A. flavus contribuye in
tensamente al deterioro de granos almacenados y otros productaos -
agricolas. (u0)

El A. flavus crece y ﬁroduce aflatoxinas en casi todos los -
productes agricolas, muchos productos procesados, bebidas y en -—-
ciertos medios de cultivo de laboratorio. (40)

PROPIEDADES QUIMICAS DE LAS ATLATOXINAS

Las aflatoxinas son un grupo de bisfurano isocumarinas alta—-
mente insaturadas. Los derivados mis comlinmente asociados a loc -
hongos anteriormente mencionados, son las aflatoxinas By, Bz, G y
Gz (Fig. 1), las cuales veciben estos nombres debido al color de -
su Flucrescencia bajo luz ultravioleta de onda larga, La By, y 1la
Bz, tienen una fluorescencia azul (blue en inglé&s) y la G; y la G;
verde {green en inglés). El nimero indica la movilidad presentada
sobre el eromatograma de capa fina. La intensa fluorescencia que
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presentan es la base de muchos estudios sobre anilisis de aflatoxi
nas, (8)

En un estudio realizadeo (13, 28), se alimentaron ovejas con -
una mezcla que contenia a las aflatoxinas By, Bz, Gy ¥ G235 al sa--
crificar estos animales, se pudo identificar una toxina que presen
taba una estructura quimica ligeramente diferente a las aflatoxi--
nas suministradas, la cual recibié el nombre de aflatoxina M, por-
que fue ailslada por primera vez, en la leche (milk en inglés). FPor
cromatografia en capa fina, este producto fue dividido en sus dos
componentes: M, aflatoxina con fluorescencia azul vicleta y Mz,
la cual despu@s de haber sido estudiada se observd con un Rf menor

y de color violeta mis intenso. 5Sus estructuras se pueden obser--
var en la Fig., 1.

Mis tarde fueron aisladcslotros tipos de aflatoxinas a partir
de cultives de A. flavus. Entre ellas se pueden mencionar a las -
que presenptaban una fluorescencia azul y otra verde. Al realizar
otros anflisis para su identificacidn (espeectros ultravioleta, in-
frarrojo, ete.), se obgervd que era 2-hidroxiderivados de las --=

aflatoxinas B; y G2, por lo que se les denomind alfatoxipas Bza ¥
G2a (2u). (Fig, 1)

Algunas de las principales propiedades quimicas de las aflato
xinas, Se pueden observar en el Cuadro No. 3.
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.. ABSORCION
BRI ' 1% T

33265 360

By 22 265 362
qlf; :gﬁu 62
;Gz:' 265 362
My ) 265 357
_"‘z‘ 0,30 264 357

* Emisién de fluorescencia L : #* Silica gel. Cloroformo.

Fuente:s {20}

Las aflatoxinas son solubles principalmente en ecetonitrilo,
cloroforme y metanel, y son insolubles en hexanol, agua ¥y BEolu-
ciones alcalinas. Son muy estables frente a la accidn del calor,
en ambiente seco. En ambiente himedo se descomponen en corto ---
tiempo. Las aflatoxinas se degradan a pH = 7 y una humedad relati
va mayor. {20)



FIG.
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ESTRUCTURA QUIMICA DE ALGUNAS AFLATOXTNAS.
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Estando en presenCLa de Alcali, la 1actona sufre una esclalén,'
siendao esta una reacu;ﬁn reverBJble.—

v

Con amoniaco se obtienen productos no téxicos. Con fcidos mi
nera1e§ y en presencia de agua, se forman los dihidroderivados y -
con el Scido acdtico forman los acetoxi o acetato derivados.

Al hacerlos reaccionar con agentes oxidantes como el hipocleo-
rito de sodio, permanganato de potasio, cloro, perbxido de hidrbge
no u ozono, forman compuestos no fluorescentes, pudiéndose obtener
andlisis negativos falsos, por lo que hay que tener el equipo coR-
Pletamente limpio,

Con agentes reductores como el hidrbgeno y el borato &cldo da
sodio, forman unos compuestos llamados RB, y RBa.

Con la accifn de las radiaciones se forman fotoproductes muy
poce téxicos. (20) ’

Factores gue influyen en la Eroducci&n de aflatoxinas

Hay ¢iertos factores que influyen sobre la produccibn de afla
toxinas en sustratos naturales. Estos son:
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Naturaleza del sustratoe. 5Son muchos los preoductos paturales,
en los que se ha demostrado que se pueden desarrollar los hon
gos que producen las aflatoxinas, entre estos productes se en
cuentran: cacahuates y sus productos, arroz, trigo, cebada, -
mafiz, sorgo (en pequefias cantidades), harinas de cereales y -
productos (pastas como espagueti, codo, ete.}), pan, semillas
de algodbén, frijoles, pescado seco, naranja, limones, durazno,
tomates, ajo, vegetales secos y frutas secas, especias, etc.
(7, u?)

En general, se sabe gque los sustrates con mayor cantidad de -
carbohidratos, como es el trige y el arroz, generalmente pro-
ducen mds aflatoxinas que aquellos que son oleaginosos, como
soya y algoddn, probablemente debido a que la gran cantidad -
de aceite que contienen no puede ser f&cilmente metabolizado
por el hongo. (4B}

Al comparar los rendimientos de produccibn de aflatoxinas en
sustratos naturales y artificiales, se observd que los prime-
ros dan mayores rendimiento que los sugtratos artificiales. -
(8)

El efecto de la concentracidn del sustrato sobre la produc---
cibn de toxina, est8 en relacidh inversa, es decir, al aumen-
tar el sustrato disminuye la cantidad de toxina; mientras que
la relacidn de la temperatura y producecidn de toxina es direc
ta {al aumentar la temperatura aumenta la cantidad de toxina

hasta un punto limite). Este efecto se debe a la proporcifin

de material putritive presente en el endospermo. (25)

Madurez del sustrato. En general, los productos agricolas in
maduroz ¢ en punto de madurez, si no estdn deteriorados por -
alguna causa natural o artifiecial, son mucho rds diffecilmente
atacados por A. flavus, que los sobremaduros (7), debido a
que en &s5tos, hay des~enso en la actividad fisioldgica y la -
poca humedad del suelo, la cual favorece la invasibn de gra--
nos por heongos. (47) ' :
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Grado de deterioro del sustrato. El hecho de gque los granos
sin manchas, intactos, inmadurcs y vainas maduras sean rara--
mente invadidos por A. flavus, se ha comprobadeo totalmente.

La rfipida invasidn de los productos por honges en la tierra,
se ha agociado principalmente con dafios fisicos y biolbgicos
a la cascarilla y leogs granos.

También se ha demostrado que la mayor invasifn por A. flavus,

ocurre después de la cosecha o durante el tiempo de secado. - .

(20)

Los dafios también se asocian con los insectos que atacan a -
los granos en el almacén y en otros casos se habla de hongos
como Rhizoctia sclani y Selerotium rolfsi, que abren camino -
de entrada para A. flavus. (8)

Naturaleza del honge. Por mucho tiempo se pensd que el-g. -
flavus era el (nico género de hongos que podian producir las
aflatoxinas, pero en la actualidad se sabe que tambi&n otros
hongos las pueden producir {46). En el Cuadro No. 4, se pue
den cbservar algunos de estos hongos.

También se ha observado que no todos los Aspergillus y demis
hongos ticnen la misma capacidad de producir los diferentes -
tipos de aflatoxinas, ni de producirlas en las mismas cantida
des. Algunos cultives sdle producen el compuesto B, otres el
Gy otros el By G ¥ cada uno lo produce en diferentes canti-
dades o proporciones. {(W6)

Tanto la especie de hongo, como el tipo de sustrate, estin -
muy relacicnados entre si, pues regularmente al alterar o cam
biar uno de e¢lles, se producen trastornos en el otro factor y
por ende, en la produccidn de aflatoxinas. (20)

Humedad. Se sabe que el factor mis importante en el creci---
miento y la produccidn de aflatoxinas por A. flavus, es la hu
medad del sustrato y la humedad relativa que lo rodea (20, UB),
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Los limites de humedad y la humedad Sptima para un hongo espe
cifico, es similar para diferentes Sustratos, cuande se miden
en términos de equilibrio higroscdpico.

El contenido de humedad para un seguro almacenamiento de semi
llas y otros sustratos naturales se ha establecido c'u'ando_'_la
humedad relativa es del 70%, en la cual crecen muy pocos hon-
gos., {20}

Cuadro No. 4
HONGOS PRODUCTORES DE AFLATOXINAS IN VITRO.

e

HONG GO AFLATOTEXTINAS
B; Ba Gy o G

GRUPO A. FLAVUS

A. flavus X R

A. flavus var. eolumnaris ORC L

A. orizae X SR

A. parasiticus X LR xR
A. parasiticus var. globus % X TR

Otras especies de los géneros Aspergillus}_ Pericillium y Fhisopus
A. niger Lo oo
A. wentti

A, nuber

A, ostiapus
P, puberrulum
P. citrinum
Fhizopus spp.

R EEEL T
P

Fuente: (7, B}
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El A. flavus es un hohpo mesofilico que requiere para su cre-
cimiento una humedad relativa del 80-30%, siendo 1a minima pa
ra erecimiento y germinacidn de las esporas 80%, y para la es
porulacidn del 85%, lo gue indica que el crecimiento ccurre -
an un rango mis amplio de humedad que la esporulacidn. (485)

Por lo tanteo, puede concluirse gue la humedad minima necega--—
ria dependeri del tipo de hongo ¥ del sustrato empleado. (7)

'Temperatura y tiempe. El A. flavus, como se mencionb ante---

riormente, es un hongo mesofflice gque tiene las siguientes -
temperaturas limites de crecimiento:

MInimad .v.vesasreensass B a 8°C
Optima «..vesuranrasnas 36 a 3BOC
MEXIMA +evsrenraseneaas B a HEOC

Estas temperaturas minimas y midximas, se ven afectadas por la
humedad, ceoncentracidn de oxigene, disponibilidad de nutrien-~
tes y otros factores. (8, 467

Para el caso del cacahuate, se ha observado que los tiempos -
necesarios para producir aflatoxinas a diferentes temperatu--
rae varia, por ejemplo: ‘ :

TEMPERATURA © . TIEMPO
3gec - . o 5.7 asas
25%¢ - ‘ ¥~ 4 dias
20°C L. 11 -13 dias

El factor mis importante que controla la produceidn de aflatg
xina By en relaeifn con la G,, es la tempaeratura: (B}

Menos de 18°C . . 1: 1
T esee s 1

T iemee o wy g

* 12: 1

MaE de 32°C.



26

Oxigeno y dibxido de carbono. FEl crecimiento de hongos en -
sustratos naturales no séleo depende de la disponibilidad de -
humedad y temperaturas favorables, sino tambié&n de las condi-
ciones atmosféricas en el mieroclima alrededor del sustrato.

A pesar de que los hongos son aerbbicos, la minima cantidad -
de oxigeno requerideo para la germinacifn de las esporas, cre-
cimiento vepetativo vy esporulacidn, pueden variar grandemente.
Son también variables las tolerancias a altas concentraciones
de dibxido de carbone. (20)

Redueiendo la cantidad de oxigeno, decrece la formacibn de -
aflatoxinas. HNo se detectaron aflatexinas ep cacahuates, ==
cuando @stas eran almacenadas durante seis semanas a 15°C en
un ambiente con 40% de dibxido de carbono y 5% de oxigenoc, ¥
es totalmente inhibido en un ambiente a 259C, con 60% de did-
®ido de carbono y humedad relativa de 86-92%, (u46)

Interaccidn con otros microorganismos. El Aspergillug flavus,
frecuentemente se encuentra asociado con muchos otros microop
ganismos en granos y semillas almacenados, por lo que la posi
bilidad de competiecifn por el sustrato, entre ¢llos; bajo con
diciones favorables puede restringir o reducir la cantidad de
aflatoxina formada. El1 A. flavus o leos hongos competideres -
pueden absorber o degradar las aflatoxinas despu@s de su for-
macifn en el sugtrato, Se han encontrado aproximadamente ==
1000 miecroorganismos incluyends levaduras, mohos, bacterias,
actomicetes, algas y esporas flngicas capaces de degradar a -
las aflatoxinas, (20)

TOXICOLOGIA DE LAS AFLATOXIRAS

La importancia del problema de las aflatoxinas desde el punto

de vista de salud plblica y proteccibn de alimentos, se puede sin-
tetizar de la siguiente manera: (47)
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Como ya se menciond anteriormente, de todas las sustencias. =
existentes, tanto naturales como artificiales, las aflatoxi--

nas presentan la mayer carcinogenicidad oral sobre un gran n&
mere de animales y el hombre.

Las aflatoxinas

son productos metabSliceos de un organismo vi-
vo (hongo}l,

que pxiste en el sistema ecoldgice natural, por -
ic que es imposible erradicarlo campletamente del sistema.

Log hongos produstores de aflatoxinas estdn ampliamente dis--
tribuidos en zohas tropicales y subtropicales, 1o que indica
que la poblacidn de estas zonas tiene un gran problema. Los

resultados de ciertos estudios epidemioldgicos, demuestran es
ta posibilidad.

Productos apgricolas de gran consume 4 nivel mundial, como el

trige, malz, arroz, cte., san los mejores sustratos para €8-—
tos hongos.

Se ha reportado que las aflatoxinas no s8lo presentan €l ma--
yor podar carcinogénice como efecto orénico, sine que tambid&n
prasantan efectos fatales an infantes y nifios pequefios.

Se han presentade casos en los que la aflatoxina B;, ¥y Su me-
tabolito My, aparccen en la leche materna de aquellas mujeres
que han consumide alimentos contaminades por hongas.

Asi mismo, s¢ ha encontrade aflatoxina Bi, en productos deri-
vados de animales que han sido alimentados con forrajes conta
minados (leche de vaca, husves, carnel). La cantidad des afla41

toxinas presentes en dichos productos depende de la cant;dad
de &stas en la dieta.

Una de las razones mds importantes para efectuar estudios muy
intengos sobre las aflatexinas, ademis de las anteriorves, pug
de encontrarse en las resultades de varios estudios epidemio-
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l6gicos efectyados para encontrar la relacidn entre el conte-
nide de aflatoxinas en alimentos contaminades y la incidencia
de hepatomas en el hombre. Aunque debido a que en el caso -
del hombre no se puede experimentar, es muy difficil conocer -
las causas reales de incidencia de cdneer en el hombre, aln -
mis cuando se tiene una dieta muy variada.

Las propiedades tbxicas de las aflatoxinas se mapifiestan de
diferente manera, de acuerdo a:

a. El sistema de prueba adoptado

b. Dosis dada,

c. Duracién de la exposicidn.

d. Diferencias de especie de animales. (6}

La mayoria de los estudios sobre metabolismo de mamiferos se
han concentrado en la afiatoxina B,, porque es la mis potente y -
ademis es la toxina flngica mis comfin (26), En orden decreciente
de potencia, le siguen la aflatoxina Gi, B2 ¥ G, (25)

Los animales gque mis han sido usados para este tipo-de estu--
dios son los patos y las ratas, pero en la actualidad se usan gran
variedad, lo que ha llevado & conocer que existe diferencia en  —-

cuanto a susceptibilidades entre lag diferentes especies (258). -, -
Con base a los estudios anteriores, algunas especies. ge dividieron .o

en tres grupos: (47)

1, Extremadamente susceptibles; patos, conejos, éﬂtds;ftpuchas.yf:
cerdos. ‘ S L R

2, Moderadamente susceptibleg: ﬁerros,3ov§jés;‘qoqéiiilbé de
indias. Lo s

‘¥

3. Resistentes: mono, polln,'réta,-fafﬁn ¥ hamsters.

En el Cuadro Ho. 5, se observan 1as_dlsfxntaa;spscepﬁibilida-
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des de algunas especies de animales frente a la aflatoxina B,.

CUADRO Ho.

3

VALORES MEDIOS DE DOSIS LETALES (LDyo) PARA AH.A'NXINAS, DADA oum UNA SO[A-
TOGIS A DIFERENTES ANIMALES

ESPECTIE

Patos

lbsn(ng/kgde pum conxxul)

'._ua-us
Puercos S 0.6
Truchag 0.8
Perros Jael T
Coredillos de IndEas seveseeseessen ot - 2.0
Borregos B EE X R
Changos tamesessasnres ‘2.2

Ratas ' '-'-::--_55-179
Pollos E 6.3

Ratdn = 9.0
Kamsters BREERE T Y-

Fuente: (8}

Ademds de la especie, la susceptibilidad a las aflatoxinas, -
también depende del sexo, 1la edad y las vias de administracién.

En cuantc al sexo, se han heche diferentes estudios en las =~
cuales los resultados indican que los maches son mucho mis suscep-

tibles que las hembras.

También se ha observado que los animales
de mayor edad presentan una menor susceptibilidad. (25)

Las vias de administracidn mSs com{inmente empleadas son la -
oral y la intraperitoneal, con esta (Gltima los signos de intoxica-
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¢idn aparecen con mayor rapidez, el valor de DLsp, @s menor. (25}

Toxicolbgicamente, las aflatoxinas se pueden considerar como:
Téxico potente, carcinogénico, teratogénico y mutagénico.

La evaluacidn de la carcinogenicidad de las aflatoxinas por -
la IARC (International Association Research on Cancer), la WHO -
(World Health Organization), FDA (Food and brug Administration) vy
otros grupos, ha llevade a formular estrictas regulacicnes limitan
do la cantidad de aflatexina permitida en alimentos. (40)

La carcinogenicidad de una o mis aflatoxinas ha sido demostra
da en ratas, ratones, trucha arcoiris, salmén, marmotas, mono rhe-
U y pates entre otraos. Excepto en estudios con ratones, la car-
einogenicidad que aparece a través del tracto gastrointestinal en-.
fatiza el riesgeo probable de ingerir alimento contaminade. {(40)

El principal &rgano atacado por las aflatoxinas es el higado,
pers también puede ocurrir infiltracidn de grasa ¥ necrosis en co-
razén y rifibn. Se han reportado algunog cases de necrosis en bazo
v pincreas. Los monos intoxicados presentan como caracterfistica -
principal, edema cerebral y en perros se ha epgontrade edema en la
vejiga biliar y hemorragias. (40)

Se ha demostrade que la aflatoxina B,, posee cierta actividad
anticoagulante, la cual probablemente se deba a su regulacibn con
las cumarinas. Compuestos que contiencn anilles de cumarina, se -
unen a la albOmina del suero y la introduccifn de un goupe hidrofd
bico a un compueste de cumarina, parece aumentar su poder anticoa-
gulante, (25)

Como ya se menciond con anterioridad, el efecto de las aflato
xinas en animales es absolutamente variable, depende del sexo, de
la edad, de la especie, de la condicién nutricional, del nivel de
dosis, de la frecuencia y de la composicidh de la dieta. (8)



Aunque las aflatoxinas son consideradas pr;nc;palmente COMO

hepatatoxinas, pueden cbservarse otrog sighos, como son:

1. Coagulacién deteriorada.

2. Interaccién con requerimientos nutrigionales.
3., Inmunidad deteriorads.

4, Ppisminucidn de la funcidn renal,

5. Cirrosis.

&. Cancer. (8)

Por medio de estudios bioquimicog realizados, se ha encontra-"

do que la aflatoxina B,, disminuye la incorporacién de timidina ¥y
leycina radicactivos en cultivos celulaves, indicando una interfe-
rencia eon loe Acidos nucléicos y la biosintesis de proteinas. Lla

inhibicidn de las sintesis nuclear de ADN ¥ ARN y las transeripeio -

nes gendticas, aparecen inmediatamente degpués de que el compuesto
es administeado, {8, %35) '

Los efectos to&xicos de las aflatorinas caen dentro de dos ca-
tegorfag: {(2%)

i, Toxicidad aguda: El principal Srgano atacado es el higado,-pg

ro también ocurren infiltraciones de grasa y necrosis en cora
#6n v rifién., (24) ‘ ’ ‘

2. Toxicidad crénica y cSncepr: Los efectos tardiocs de una dosis
grande finica o pequefas dosis repetitivas de aflataxinas in-~
cluyen regeneracisn de hepatocitos, proliferacidn de ductos -~
biliares y algunas veces, fibrosis en c<iertas especies; sin. ~
embargo, el efescto tardic es el desarrolle de hepatocarcino--
mas y ocasionalmente renal o de colan ¥ otros carcinomag. (40)

TOXICIDAD EN HUMANOS

En cuanto & 1la toxicidad de las aflatoxinas en humanos, es im

a1
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portante mencionar que la experimentscibn directa con el hombre es
imposible, los datos que se tienen proceden necesariamente de 1las
investigacicnes epidemioldgicas. La investipacidn epidemioldgica
requiere de la acumulacidn de datos que generalmente carecen de -
los recursos hecesarios ¥ rigurosos controles demandados por la ma
yoria de les estudios cientificos, por lo gque las "incidencias" de
ben ser cautelosamente evaluadas. (40}

En la mayoria de las sociedades, los alimentos mohosos, 8 eX-
cepcibn de algunas fermentaciones controladas, son rechazados por
razones asépticas (presentan colores, olores y sabores desagrada--
bles, siendo este alimento destinado para animales). Consacuente-
mente, la mayoria del trabajo original sobre las aflatoxinas fue~-
ron hechos con animales, (13)

En cuanto a lo anterior, la informacidn existente muestra gue
la probabilidad de encontrar alimentos gque presenten un contanide
de aflatoxinas capaces de producir efectos inmediatos es muy peque
fia, y en caso de encontrarse estos alimentos, come ya se mehcionS,
son rechazados, a excepcidn de los lugares en donde existe gente -
que muere de hambre y en aguellas culturas en donde los alimentos
se contaminan intencionalmente. (13)

Las evidencjas existentes sobre los efectos subletales de las
aflatoxinas, provienen de los casos en los que productos de caca--
huate contaminado fueron empleados come fuente de proteinas para -
tratamiento de la enfermedad conocida como kwashiorkor. (13)

La mayoria de las aflatoxicosis que se han reportado, se ha -
presentado en nifios pequefios, en adultos los casos conocidos son -
mSs escasos, esto probablemente debido a las diferencias existen--
tes en el metabolismo producidas por la edad. (13)

Estudios epidemioldgices se han concentrado en la posible re-
lacifn entre la ingestibn de aflatoxinas ¥y clncer hepdtico prima--
rio. La interpretacifn de esos estudios presenta una serie de di-
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Ficultades: (13}

1. La ingestifn promedio de las poblaciones estudiadas, no refle
jan la distribucidn y niveles individuales de la exposiciédn,
principalmente si esta poblacién no es homogénea.

2. La identificaeidn del céncer, el registro y los censos, Usual
mente son pobres en freas con una elevada incidencia de hepa-
tomas.

3. Posibles factores desconocidos, come otras micotoxinas, o el
efecto de la dieta como factor predisponente, no scn conside-
rados.

. Un caso importante de aflatoxicesis fue reportade en 1974 en
la India, en la que se presentd un importante brote de hepatitis,
Este durbd dos meses ¥y se confind a 8rcas rurales y poblaciones en
las que se alimentaban bisicamente de maiz. Clinicamente, esta en
fermedad estuvo marcada por un pequefic periodo de fiebre asociado
con vémito y anorexia, seguido de ictericia. De 397 pacientes, -
106 murieron. A la muerte precedid una hemorragia gastro-intesti-
nal masiva. Los hombres fueron mis afectados que las mujeres y -
los nifios casi no se vieron atacados. Se encontraron muestras de
mafiz con contenido de aflatoxinas que coscilaban entre 6.25 y 15.6
ppm., y la aflatoxina B; fue identificada en algunos sueros. Tam-
bién se ha sugerido que la enfermedad conocida como "cirrosis de ~
nifics de la India", podria deberse, en parte, al envenenamiento -
por aflatoxinas.

En Tailandia en 1971, se presentaron varias aflatoxicosis, -
que sugirieron la importancia que este envenenamiento podia tener
en el future. El sindrome de encefalopatia ¥ degeneracifn grasa -
de las visceras, €5 un problema endémico en el noreste de Tailan--
dia, un &rea con elevado consumo de arroz y bajo consumo de protel
nas. Las autopsias de varios pacientes, mostraron la presencia de’
aflatoxinas.



an

El elevado poder carcinogénico de las aflatoxinas y no sblo -
su elevada toxicidad, es lo que ha hecho que en las Gltimas déca--
das, se haya estudiado con tanta intensidad para tratar de preve--
nir mayores problemas relacionades con la salud piblica., (25)

Por medio de los estudios realizados sobre la relacifn de las
aflatoxinas y el céncer en humanos, se puede concluir tentativamen
te lo siguiente: (40)

1. Niveles de ingestidn crdnica aproximan mis la incidencia de -
céncer que dosis ocasionales.

2. Los hombres parecen ser mias susceptibles que las mujeres cuan
do consumen aflatoxinas.

3. Climas que favorecen el crecimiento de A. flavus, concomitan-
te con pricticas pobres de almacenamiento de alimentos, tien-
den a incrementar la propeorcién de hepatomas, indicando rela-
cidn causa-efecto.

h. Sobre un amplie rango, hay una relacidn lineal entre la inci-
dencia de cincer y el logaritmo del nivel de aflatoxinas inge
rido, particularmente en varones.

METABOLISMO, EXCRECION ¥ DISTRIBUCION

Las aflatoxinas son metabolizadas primariamente por la fun---
cibén microsomal del sistema oxidasa, localizados principalmente en
el reticulo endoplasmitico de las e¢é&lulas del higado pero tambié&n
presentes en rifion2s, pulmones, piel ¥y otros Srpancs. Estas enzi-
mas metabolizan oxidativamente una gran variedad de compuestos ex-
trafios, dando como resultade la destoxificacién por formacidn de -
varios derivados hidroxilados, los cuales se conjugan con sulfatos
o Scido glucurfnico para formar glucurdnicos o &steres disulfatos
solubles en agua, los cuales son excretados por la orina o bilis.
(50)
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Durante el curso del metabolismo, se pueden generar metaboli-
tos altamente reactivos, los cuales tienen la capacidad de reaceip
nar covalentemente con varios centros nuclecfilicos en macromolécu
las celulares, tales come DNA, RNA y proteinas. Esta activacibn -
posee un peligro bioldgico para la cé&lula y constituye una plausi-
ble teoria por la cual ciertos compuestos presentan efectos téxi--—
cos y carcinogénicos. (40) )

las transformaciones metabSlicas de la aflataxina B;, se mues
tran en el Cuadro No. 6:

CUADRO No. 6 L
TRANSFORMACIONES METABOLICAS DE LA ArLaTbeNA‘Ba-

My === Fé‘ — -
g .
- T
i e
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MZa

FuenféE_ (ﬁfH

La excrecisn v di tr;buc;& de ia aflatuxzna By, es 1mportan-'
te en términos de mon;torear la: expoalezﬁn'a aflatox;nas, determz-ﬁ
nando los rastos en tej;dus ¥ asi pader estud;ar el mecanismo del
metabolismo de las aflatoxinas.
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La vfa de excrecidn depende de los animales y la dosis (12),
perc en general, cuando las aflatoxinas son administradas a anima-
les, el compuesto pure o 6us derivados aparecerin en la orina, las
heces fecales y la leche. (u5)

Algunos estudios han demostrado que en el higado, rifiones y -
médula Ssea, se concentra mis la aflatoxina, que en el encéfalo, =
miltculo y grasa corporal. Las aflatoxinas se difunden por todos -
los tejidos corporales, indicando rapida absorcidn, pero lenta eli
minacidn. (45}

BIOSINTESIS DE AFLATOXINAS

La aflatoxina B;, es el metabolito que es producide en mayor
cantidad por los hongos aflatoxigénicos y los estudios que se han
hecho sobre su biosintesis muestran que el esqueleto bfisico de las
moléculas de las toxinas, deriva de unidades de acetato via la ru-
ta de policétido y que la metionina contribuye con el grupc metil-
metoxi. (6, 29)

En el Cuadro No. 7, se puede observar la ruta propuesta para
la biogénesis de aflatoxinas.
. CUADRO No. 7

RUTA PROPUESTA PARA LA BIQGENESIS DE LAS ATLATOXINAS

10 CHy-000H —— ACIDD NORSOLORINICO=————) AVERANTINA

HIMIACETAL <
VERSICONALICO AVERUFINA
VERSICOLORINA A .—5 ESTEREQMATOCISTINA

AFLATOXINA By

Fuente: (6)
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Estudios que se han hecho sobre los pasos posteriores de la -
biosintesis de aflatoxinas en A. flavus, utilizando compuestos mapr
cados con Cy, , indican que la aflatoxina B; es convertida en la ma
yoria de las otras aflatoxinas, ya sea por oxidacidon y/o hidroxila
cidn (8), la excepeibn es la aflatoxina M,, que resulta del meta-
bolismo del animal. En el siguiente cuadro, se observan las rutas
metabdlicas de la hidrdlisis de aflatoxina B;.

CUADRO No. 8
RUTAS METABOLICAS DE LA HIDROLISIS DE ATLATOXINA B,

AFLATOXICOL
AS

AFLATOXINA B, S © AFLATOXINA Q

N
AFLATOXINA My . AFLATOXICOL My AFLATOXINA Pl.

Fuente: (&2}
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ASPECTOS ANALITICOS

%e han desarrollado dos métodos principales para el andlisis
de las aflatoxinas: El anilisis fisicoquimico y los anilisis biold
gicos, estos Qltimos se usan para determinar el nivel de toxicidad
efectiva en caso de sospecha de contaminacifn, pero son muy largos
¥ no dan buenos resultados coh respecto a la distincidn de los di-
ferentes tipos de aflatoxinas presentes. Para la medicidn exacta
del tipo, © cantidad de aflatoxina presente en un determinado pro=-
ducto, se usan los apdlisic fisicoquimicos, que se basan en la  -=
fluorescencia que las aflatoxinas y otras micotoxinas presentan -
cuando son expuestas a la luz ultravioleta de onda larga.

Debido a la diferente naturaleza de los alimentos contamina--
dos, muchos métodos de extraccién y purificacién se han propuesto
y cambian continuamente, aunque la mayorfa son simples modificacio
nes de los primeros métodos. (24)

Son cuatro los principales métodos que existen para el anfili-
sis de micotoxinmas: (24, 37)

1, Deteccidn. Con estos métodos se pueden identificar correcta-
mente muestras ne contaminadas (no se tienen falsos nepati---
vos), es de bajo costo, pueden detectar pequefias cantidades -
de toxina y da pocos resultados positivos falsos. Algunos de
estos métedos son la creomatografia en capa fina para aflatoxi
na y zearalenhona.

2, Pruebas confivmatorias. Identifican correctamentce las mues—-
tras contaminadas (no da resultados positivos falsos) y puede
identificar pequefas cantidades de toxinas, aquf se usan méto
dos como espectrometria de masas.

3. Cuantitativo. Es preciso (es reproducible) y exactc (buena -
recuperacidn). Dentro de estos mftodos se encuentra la eroma
tografia en placa de capa fina o la cromatografia de pases.
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W, Campé. Son métodos ripidos y de ficil ejecucidn, como en el
caso de la prueba de minicolumna y la de la prueba de la luz
negra.

Los pasos bisicos en el apilisis de micotoxinas son:

1, Muestreo: Unc de los principales requisitos para un correcto
anflisis es el obtener una muestra representativa, puesto gque
8i no lo es, los resultados pueden tener un poco o ninghn va-
lor, aunque las demis etapas se efectlien correctamente. Esta
se puede hacer mecfinica o manhualmente.

2. Preparacifn dec Muestras: Para obtener muestras representati--
vas, algunas veces es necesario moler, mezclar y submuestrear.

Los pasos 3, 4 y 5 involucran separacifn quimica, su finali--
dad es separar la toxina de interés de cualquier otra sustancia -
que pueda interfepir con la deteccidn final de esa micotoxina.

3. Extraccifn: Se puede hacer con un agitador o licuadora o por
medio de Soxhlet, y su finalidad es separar la toxina de los
compuestos insolubles en el disolvente, dependiendo del pro--
ducto analizado. (37)

4, Purificacibn: Sirve para remover los lipidos, carbohidratos y
pigmentos del extracto de la muestra {(46), se puede hacer -
por varios m@todos, como son:

a. Usando un sistema de separacidn liquido-liquidc, por me--
dio de embudos de separacifn, utilizando disolventes como
metanol, agua y &ter de petrdleo, o bien, metanol, agua y
ecloreforme o clorofermo solo. (37, ub)

b. Cromotografia en columna. Que puede ser usando diferen--
tes empaques y disclventes, por medio de este sistema se.
corsigue obtener un extracto mds puro, que aquel utilizan
de un sistema de separacibn liquide-liquido., (u6)
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¢. . Purificacibn por medio de metales divalentes (plomo, fie-
rro, cobrel), (37) : o

5. Separacidn final: Sirve para separar la toxina de los compueﬁ
tos que aflin permanecen en el extracto de la muestra que pudie
ran interfepir con la detcceifn de la toxina. '

Se pueden usar varios métados:

a. Cromatografia en capa fina,

b. Cromatografia gas-liquido.

c. Cromatografia liquido-liquido.
d. Cromatografia en minicolumpa.

] La eromatografia en capa fipa es la mis comfinmente empleada,
en ella ge pueden utilizar diferentes empaques, asi come diferen--
tes diselventes desarrolladores. El valor de Rf o grado de resolu
cifdn de las aflatoxinas, estd grandemente influenciado por las va-
riaciones de las propiedades del gel, humedad relativa y otras va-
riables. Asi mismo, es esencial el uso de patrones puros, trata--
dos en las mismas condiciones. (16)

En los tres pasos anteriores, las micotoxinas son separadas -
por su solubilidad en un disolvente o una mezcla de disolventes, =
Esta propiedad no sdlo sirve para separar las micotoxinas de log -
materiales que puedan interferir, sino para también separarlas --
unas de otras, (37)

B. Deteceidn ¥ cuantificacidn: Existen varios métodos tanto para
la deteccifn como para cuantificacibn, entre los mfs comOnmen
te empleados estin: (24) :

a. Medicibn de la fluorescencia en cromatografia de capa fi-
na. :

b. Medicidn de fluorescencia en solucidn.

c¢. Absorecidn ultravicleta en solucidn.

d. Cromatografia gas-liquido.
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Existe también la evaluacidn visual. La fluorescencia exhibi
da por las aflatoxinas ¥ otras micotoxinas baje la accibdn de luz -
ultravioleta, es utilizada en métodos muy sensibles. La menor can
tidad de aflatoxina B, que da fluorescencia visible, es de 0,D004
mg. Con base a lo anterior, la toxicidad de las aflatoxinas fue -
calificada seglin el nivel encontrado!

NIVEL DE AFLATOXINA B, CATEGORIAS

Mis de 1.0 ppb. Muy alta

Entre 0.25 y 1 ppb. Alta

Entre 0.25 y 0,05 ppb. Media

Henos de 0.05 ppb. Baja o negativa

El orden relativo de intemsidad de fluorescencia en cromato-—-
graffa en capa fina con silica gel, e5 el s;gu;ente. Bz, Gg; B, y ;:
por Gltimo la G;. v

Exlste tambi&n la evaluacién objetiva, usando métodos fluoro-.
densimétricos o densitométricas. (462

7. Confirmacién: Su principal propdsito es la identificacién de
compuestos quimicos, entre los métodes confirmatorios que se
usan con mis frecuencia estin: (37) '

a, Cromatografia en capa fina.
b. Pruebas biolSgicas.

e. -Espectrometria de masas.

d. Métodos quimices. (10}

El método de andlisis de micotoxinas que se usa mis, es5 la =
cromatografia de capa fina, que presenta muchas ventajas sobre ~-
otros métodes, como es la facilidad de realizacibn, disponihiiidad
del material en el laboratoric, precisifin de los resultados y rap;
dez entre otros.

A pesar de lo anterior, el método de cromatografia es y esti .
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sujeto a ciertas variables, entre ellas se encuentran: exposicidn
a la luz, error en la lectura de los plates, interferencias fluo--
rescentes ¥ oxidacidn de las aqflatoxinas por otras sustancias, (26)

Para evitar el error por comparacidn visual en las lecturas -
de la cromatografia en capa fina, las interferencias y reacciones
quimicas debido a la oxidaeidn de las aflatoxinas, se usa la croma
tografia de liquido a alta presidn, que puede ser de dos tipos: -
(28)

1. Fase normal (ej. silica activada)
2. Fase reversa. f(ej. Cj3)

varios investigadores han reportado que la cromatografia de -
1fquidos a alta presifn de las aflatoxinas sobre pequefias particu-
las, 5-10 mierémetros, de columnas de silica gel porosa, es un mé-
todo preciso y controlable para la resolucidn de las aflatoxinas.
Basindose en la informacién obtenida en esteos estudios, parece que
el tipo de solvente de elucidn y el sistema de deteccibn, son va--
riables importantes que influyen tanto la resolucibn de las aflato
xinas y la sensibilidad de su deteccidn. (32}

METOPOS DE CONTROL DE AFLATOXINAS

Los estudios que se han hecho acerca del control de micotoxie
nas en su mayoria se enfocan al control de aflatoxinas, sobre todo
en cacahuate, pero afin asi, algunos de estos controles pueden apli

carse a otro tipo de cosechas.

.Como ya se menciond con anterioridad, la aflatoxicosis en ani
males y en el hombre es causada por la ingestidn de alimente$ con-
taminados, y esta contaminacidén puede ser controlada ya sea previ-
niendo el crecimiento de los hongos o bien, por deatoxzflcac;&n de
los alimentos contaminades. {25)
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La destoxificacién s6lo deberia considerarse como una medida
de emergencia, puesto gue se puede evitar con medidas preventivas
durante el cultivo, cosecha, secado, almacenamiento y procesamien-
to. {46)

Se han adoptado medidas preventivas para reducir la inciden--
cia de contaminacidn, pero una vez que se conocieron cufiles son -
las condiciones adecuadas, (Onicamente fue posible prevenir en par-
te la contaminacidn, pues las condiciones ambientales, tales como
el clima, ne pueden ser controladas, (47)

PREVENCION DE LA CONTAMINACION POR HONGOS

La contaminacidn puede teper lugar mientras lag plantas estan
creciendo, durante la cosecha o durante el almacenamiento o prace-
sado,

A pesar de que el A. flavus y el A. parasiticus son prineipal
. mente honges que se desarrollan durante el almacenamiento, en la -
actualidad se cree que la infeecidn inicial puede tener lugar du--
rante el desarrollo de la planta. Consecuentemente, si los esfuer
zos para minimizar el crecimiento de los hongos no son sufieientes,
se tendrdn que tomar precauciones en contra de:

a. Infeeceidn por hongos en el campo.

b. Dafios fisicos durante la cosecha y transporte.

e¢. Proliferacidn del honge durante el almacenamiente y prece -
gamiento, asi como el almacenamiento de los productes ter
minados. (18, 20, 21)

El hopgo ataca a los cacahuates principalmente mientras se es )
tin desarrollando en la tierra, antes de la cosecha‘y_siampre ,qUEf'
hay condicicnes ambientales favorables para su desarrollo y_créci—“j“g
miento. El contenido de humedad de la vaina y el grano,kiés”éondi"
ciones fisiolbgicas del grano, la temperatura ambigntg,_gi'peribdo 
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de tiempo en el que las vainas permanecen en la tierra despu@s de
la maduracibn, las condiciones de secado, el tiempo de almacena--=«
miento y aireacidn durante el mismo ¥ la actividad de los insectos,
son los principales factores que determinan el grado de prolifera-
cibn de los hongos. La cspecie de hongo que se desarrolla en un -
ambiente dado, depende de la humedad, temperatura, presencia de or
ganismos competideres y la naturaleza y estado fisjoldgico del gra
no y/¢ vaina, Estos y otros factores gobiernan el metabolismo del
hongo ¥ 5w capacidad para la utilizacidn del grane y vaipa para su
crecimiento y produccidn de metabolitos. (u0)

Mucho de la deteriorizacidn del grano por la invasién de hon-
gos puede evitarse reduciendo la humedad en granos y vainas ripida
mente, de manera que se minimicen los cambios indescables en sus -
propiedadaes sensoriales (21). Se puede usar secado artificial, -
con aire forzado y temperdatura, hasta obtener niveles de humedad -
adecuados (9-10%), y i Se almacena en donde tenga un equilibrio -
con 70% de humedad relativa, se puede prevenir cualquier deterioro
por hongos. (20}

DESCONTAMINACIOH DE PRODUCTOS
Estos métodos deben satisfacer los siguientes criterios:

1. Debe ser econfmico para que los productos descontaminados.pug
dan ser vendidos a precios competitivos.

2. Debe ser una operacibdn relativamente simple y vipida.

3. Debe remover todas las trazas de toxina activa y los residuos
quimicos no deben copstituir un peligro para la salud.

L, La calidad nutricional no debe ser alterada.

Entre los principales métodos de descontaminacibn, se encuen-
tran: )



45

Separacién fisica. Se separan todos aquellos granos que eg=-
tén inmadureos, quebrados, rayados o descoloridos, porque el -
nivel de contaminacibén por aflatoxinas, estd relacionade con
la proporcifn de esos granos dafiados (40, ¥6). Una vez que
esto se hace, los granos estin pricticamente libres de aflatg
xinas, puesto que €stas se encuentran en un pequefio nfimero de
granos contaminados (40). Se puede hacer manual o mecfinica-
mente y tambi&n cxiste la "clasificaci&n por aire", que se¢ ba
ga en el principio de gque los granos mis ligeros o menos den-
s0s tienen més posibilidades de estar contaminados. (40)

Extraccién de aflatoxinas con disolventes. Los diferentes -
andlisis realizados sobre el contenido de aflatoxina en las -
diferentes partes del grano de cacahuate, muestran que la ma-
yor concentracidn se encuentra en el cepntro del grance. Por -
esto, la toxina no puede ser efectivamente removida por un -
simple lavado; sin embargo, existe una posibilidad de descon-
taminacidn por medic de la extracceidn con diseclventes. (251}

En el Cuadro No. 9, se pueden observar los disolventes que ge

pueden utilizar, pues las aflatoxinas son solubles en ellos:

CUADRQ HNo. 9
SOLUBTLIDAD DE LAS MICOTOXINAS

Micotoxinag Acetonitrilo Hexano Cloroforme - Metanol . Agua

AFLATOXINAS + - +o + -
ZEARALENCHA + + +. + _
OCHRATOXINA + - S 4 -
TOXTHA-T; + - T + -

fuente: (20)
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El uso de d;solventes en la extracc15n ofrece las Eigu;entes

venfajas' (#5)

a.

KElxmznacaan completa de lap aflatoxinas en cond;czones adecua :

das. .
Poca prdbabilid&d de formar otros productos‘que puedan tener
act;v;dad f181010g1CE adverga,

La extraceidn puede ser conducida de manera que no afecte las
cual;dades nutricionales de las proteinas. K

Por otro lado, el uso de la extraccibn por dlsolventes, pre-—

senta las siguientes desventajas:

a.

a,

b,

Necesidad de equipos especiales de extracc;ﬁn ¥y para la recu-
peracibn del disolvente. (46) :

Como existe una fase acuosa, los nutr;entes solubles en ella.
también son eliminados. (25) o ; N

Costo adicional del proceso. ({46}

Entre los disolventes que mds 5e usan, se encuentran:’ (46). .

Acetona-agua.

Mezeclas azeotrdpicas de disolventes como hexano-etanol héxa-
no-metanc, acetona~hexano, ete. <o :

Isopropancl-agua.

Inactivacidn quimica. De acuerdo-con Backwith ét."ql.~ (253,
"Cualquier inactivacisdn quimica, deberd reducir el niﬁei'de -
toxina hasta los limites permitidos, no debeb&'broducib resi- -
duos tdxicos y no deberd afectar el valor nutrlc;onal de - los
productos tratados®. B&szcamente, son tres 105 métodos que -
cumplen con estos criterios: :
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. Agentes oxidantes.
b, Aecidos.
<, Bases.

Agentes oxidantes. Las aflatoxinas come tienen un doble enla
ce en el anillo dihidrofurano, son susceptibles a ser ataca--
dos a diferentes formas de oxigeno. Las aflatoxinas Ba, Gz ¥
M2, que no poseen este doble enlace son mis resistentes. De
todos los agentes oxidantes probados, el perbxido de hidrbge-
no parece el mis efectivo. (25)

Acidos. Ya esn conoecida, la capacidad que tienen las solucio-
pes acuosas de los dcidos fueortes, de convertir a las aflato-
xinas By ¥ G, en sus respectivos hemiacetales B:gy ¥ Gra, que
son menos t&xicos. Comno las condiciones para llevar a cabo -
este proceso son muy dristicas, s6lo se recomienda para gran-
des cantidades de producto contaminado. También climina con-
siderablemente a las aflatoxinas Bz y Ga. (25

Bases. Es un tratamiente relativamente barato y eficiente, -
pueden usarse bases orginicas ¢ inorginicas, come es el hidrd
®ido de sodio e hidrdxido de calcio.

Un seric problema con los cereales y semillas almacenadas son

esos "puntos calientes™, que contienen elevados niveles de toxinas,

que en ocasiones pueden ser encontrados en un lote, y las bases vg

. latiles como la metilamina y la ctilamina, pueden ser usados en ta

les cagos (25), aungue alin no son muy aceptados,

Uno de los agentes mis eficientes para la inactivacidn de --

aflatoxinas en granos contaminades, es el amoeniaco, Usando la pre
5i6n adecuada de amonic, temperatura, humedad de grano y tiempo de

tratamiento adecuados, se consipuen pricticamente lotes sin nada -
de aflatoxinas. (U46)

Los estudios de microorganismes como las levaduras, hongos, -
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bacterias, actinomicetos y algas, han demostrado que pueden degra-
dar a las aflatoxinas. La Ilavobacterium aurantiacum se ha demos-
‘trade que remueve frreversiblemente a las aflatoxinas de una solu-
cidn., (14, 21}

) Se puede observar una reduccibn de la cantidad y calidad de -
prbteina en productos tratados quimicamente, particularmente aque-
llos tratados con hidrdxide de sodio (a 100°C) o con metilamina ¥
ozono., {46) .

Se han hecho varios estudios para encontrar sustancias que in
hiban completamente el desarrcllo de loas hongos productores de mi-
cotoxinas, entre éstos se pueden mencionar:

a, Se ha enceontrade que ciertos alimentos contiepen ciertas gus-
tancias que sirven para inhibir naturalmente la produceidn de
aflatoxinas, como las metilxantinas en los frijoles de cacao,
o el 8cido fitico en la saya. (11}

b. Usando extracto de cebolla, que tiene ciertas propiedades an-
tibacteriales, se puede inhibir el crecimiento de los hohgos
productores de aflatoxinas. {(41)

c. La aflatoxina B,, puede destruirse al hacerla reaccionar con
bisulfito de sodio, ya que reacciona con el anille de furano,
praduciéndese un compuesto conocido como aflatoxina ByS, que
tiene una toxicidad mucho menor que la original. (23)
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En la figura II, se muestra el diagrama del desarrollo ana-

1{tico del setudio:

DIAGRAMA DEL DESARROLLO ANALIfICO DEL ESTUDIO

1. MUESTREQO

FIGURA II

MUESTREO -

" PREPARACION [E-

LAS MUESTRAS

DETERMINACION DE

PRESENCIA DE AFLA

TOXINA By Y ESTE-
RIGMATOCISTINA,.

DETERMINACION DE
CONCENTRACION DE
AFLATOXINAS .

Se investigaron las marcas comerciales, las cuales se identi-

ficaron con claves, de dulce de cacahuate estilo mazapdn e--

xistentes en el D.F. S5e encontraron 18 marcas ¢comercliales. El
nimero de muestras que se analizaron, se eligieron de acuerdo

a lo establecido por losn
mentos Preenvasados del Codex Alimentarius.

Planes de Toma de Muestras para Ali

Se annlizaron per sextuplicado, muestras de cada marca. Lasg -

muestras Be recolectitron de varlos establecimientos,
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cipaimente en el ¢entro ¥ sur del D.F., con’el fin de que per-
tenecieran a diferentes lotes” y asf obtener reﬂultadoa més re-
presentativos.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras de cada marca Be claéiflcqrhn'y.éodlflcaron con
distintas claves. Se hiciernn muestras composltas, tomanda --
50 g. de cada una de las muastras homogenizadas. :

DETERMINACION DE MICOTOXINAS - .
DETERMINACION DE CONCENTRAGION DE AFLATOXINAS o

Se hizo utilizando ol Método de Stoloff {uu) con variacionaﬂ
en 1a eliminacion de 1a fraccl&nkgraaa,fEl métodn conaiste -
am : :

MATERIAL Y REACTIVOS:

Disolvente de extraceidn: Acetonitrllo-cloruro de potasio al
b% {90+ 10) ’
Clorofurmn.~

Digolvents revelador: Toluwno-Acetato da etilo-Acatona
{3:12:1) :

Disolvente desengrasante: Eter de p'etréleo.

Disolvente aplicadors Benceno- acetonitrllo (98 +. 2)

Agente decolorante:s Cloruro férrico al lﬂ (pH cun hidréxido
de sodlo al 4%)

Prueba de confirmacién: Acido sulfirico al 20%
Silica gel 60H (0.25 mm de espesor)

Material bédsico de laboratorio.
Placas de cromatografia en capa fina.
Cémara para cromatografia.

Lémpara de luz ultravioleta de onda larga.
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METODO

En la-jsig'uiente figura, se muestra el diagrama del procesc =
analitico: - S

FIGURA" TIT
DIAGRAMA DEL-PROCESO ANALITICO

. zacibi : do de la- Extraccién d
Homogend. n Pesa -3 ) : cifn de

de la muestra Muestra (50 g) Micotoxinas DEengr\as«!cb I

Redisolucitn <— Evaporacin s popnecign Ty I1<—— Desenprasads 11
a sequedad

Aplicacifn en .
placas de-——>= Revelado ——» Identificacifn ___ s conptvmacisn de
cromatografia bajo luz U.V. aflatoxina By
identificacién
de esterigmato
cistina
Cuantificacién de
aflatoxina By
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La determinacién de micotoxinas, consiste en pesar 50 g. da
muestra previamente homegenizada y so extraen en licuwadora con -
una mezcla acetonitrilo-cloruro de potasio al 4%. E1l filtrado es
desengrasado dos veces8 con 50 ml de &ter de petrbéleo. Esta mues-

tra es8 dacolorada con una bolucién al 1% de cloruro férrice, con
el fin de eliminar todos los pigmentos que pudieran interferir -

en la identificacién de aflatoxinas y cbtener resultados falsos. ) .

(L44)

A la muestra decolorada se le afiade un volumen lgual de a-.
gua y B8 extraen dos veces las sustancims insolubles en ella ---
{micotoxinas) con 50 ml de cloroformo.

A la fase cloroférmuca se le agrega sulfato de sodio anhi-
dro. El clororormo anhidro 8o evapora a fSequedad en bafia de va-
por.

El extracte se redisuelve con 500 microlitros de mezcla ace’
tonlitrilo- benceno y se aplican en placa de cromatografim fina -
(Silica gel 60H) Y se desarrolla en un sistemna toluenc-acetato -

de Btilo-acetona, aplicando al mieme tlempo esténdar de aflato~-

xina'Bl {concentracién de 25 ppb) en vollimenes de 5, 10 y 25 mi-
crolitros para fines comparativos de Rf y de semicuantificacién
por intensidad de mancha.

Las manchas respectivas se identificaron bajo luz ultravio-
leta de onda larga. Las muestras positivas, las cumles presentan
una fluorescencla azul en el caso de la aflatoxina By, sSe confir. .-
maron con el rociade de Acido sulfdrico al 20%, ya que las man—'
chas positivas cambian el color de su Iluoreacencla (ds azul a T
varde 1imén) ’

5. ENCUESTA. S
Se realizé una encuesta a 200 personas de distinta edad ¥ es-;'
trato social con el fin de conocer cudles eran los’ nivalesj--j
aproximados de consumo de mazapﬁn. La encuensta consletié en
un cuegtionario tipo. (Anexo I) i e
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RESULTADOS Y DISCUSIDN DE- RESULTADOS
En los a1gu1entes cuadros. se pueden obaervav los resultados
.obtenidos del anél;s;s de los dulces de mazapén:
CUADRO Ho. 10

HUESTRA AFLATOXINA 8y~ - ° COHCENTRACIOW

“Positivae Negativot -
1 X
‘2 X
3 X
" X
5 X 10 ppb
6 . X .. o
7 X ‘ 8 ppb
8 X
) X )
10 X R 7 ppb
11 X
12 %
13 %
14 b
15 X .
16 x - .7 T'ppb- -
17 X

oY
]
>

- & De acuérdd al iimite de .deteccibn del método empleado, -
la muestra se considera negatlva cuando preaenta un’ va
lor menor o lgual a’s ppb ; ; .



CUADRO No. 11

HUESTRA o CHlCOTOX I RAS

(ESTERIGHATDCISTINA AFLATOXINA B2 ¥ c.)
Poslt_lvo Negatlvo

1 X

, .
3 X

i X o

5 ) X

6 X .

.7 X

B X

q b
10 X
11 X
12
12
14

e
tn
LI I O
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De acuerdo al cuadro No. 10, se puede observar que el 22.2% -
de las muestras analizadas resultaron positivas en un rango de con
centraciones de 7 a 8 ppb, cbtenidas &stas por comparacifn de la -
intensidad de mancha producida por cantidades varias de estindar -
de concentracifn conocida contra la intensidad de las muestras pro
blema. Para calcular la concentracién de micotoxina obtenida, se
hizo de la siguiente manera;

Se partiS de un estandar de 100 ppb del cual se colocaron en
la placa cromatogrifica tres volémenes de 5, 10 y 25 microlitros,
las cuales contenian 0.055, 0.01 y 0.025 microgramos de aflatoxina
B; respectivamente. Al mismo tiempo, se colocaron 10, 20 y 50 mi-
crolitros del concentrado de la muestra obtenido al final de la -
marcha analitica.

Luego de desarrollar la placa en la cémara reveladora y compa
rar las intensidades de las manchas fluorescentes obtenidas, se cg
nocid aproximadamente la cantidad de aflatoxina presente en la --
muestra aplicada en la placa. Con base en este valor, se pudo cal
cular la concentraciSn en partes por billén en la muestra original.

Ej.: La muestra 5 en la mancha correspondiente a 10 mieroli-
tres, presentd una intensidad de fluorescencia bajo la luz ultra--
violeta, similar a aquella producida por leos 0.01 microgramos de -
aflatoxina contenidos en los 10 microlitros de estindar aplicado,
esto implica que 10 microlitros ticnen esa cantidad de aflatoxina,
por lo tanto 500 microlitros (que es la cantidad del concentrado -
que se obtiene en la marcha analitica) contienen 5 microgramos, -
gue son los contenidos en los 40 g de la muestra {(valor corregido
despuds de la extraccidn inicial).

5i atendemos a la defipieibn de que 1 ppb es 0,01 microgramo
por cada gramo, entonces la muestra tendrd 0.1 microgramos por ca-
da gramo, lo que es 10 ppb.
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En un 16.6% oe encontré contaminaclén por otras micotoxinas,
posiblemente de esterigmatocistina, as!l como de aflatoxina By ¥
Gl._. I . ‘

Como es sabido, ¢l limite de aflatexina By parﬁlfldo por -
1a.5.5 - (Secretaria de Salud) y la F.D.A. (Food and Drug Admi-
nistration) es de 5 ppb, como méxime, mientras que para una ---
mezcla de micotoxinas es de 30 ppb; de acuerdo a los resultados
de los anflisism, la concentracién de aflatoxina de las muestras
positivas, exceden a aguella permitida por las organizaciones -
" anteriores, por lo que represantan un riesgo importante para los
" consumidores, siendo dste mayor, Bi se considers la presencla de
otro tipo de micotoxinas.

Durante el estudio, se llevd a cabo una encuesta, la cual -
ya fué mencionada en parrafos anteriores, la cuasl se realizd en-
tre gentes de distinta edad y sexe, ¥ los resultados demusstran
que existe una poblacién mayor de menores que los consumen, los
adultos los consumen con mucho maner frecuencia y cantidad. En
cuanto al &exo, no se encontrd ninguna preferencia particular.

La frecuencla con la que se consumen va desde muy ocacional
mente hasta diario, siendo los menores aguellos que llegan a con
cumirle con mucha frecuentia (nunca lapsos mayores de una sema-
na}. En cuanto al nivel de consumo, la mayoria de la poblacién -
encuestada, ne llega a consumirlos en grandes cantidades, el re-
sultade mAxima gue se obtuve fuercon dos mazapanes seguidos, ya -
que por Ber una golosina muy dulee ¥ que produce una zensatcidn -
de sequedad, la cuml es provocada por el cacghuate, hoce que su
consume en grandes cantldades no #e acostumbre.

ODe apcuerdo a la encuesta anterior, es lmportante hacer no-
tar, que aunque log efectos agudos provocades por intoxicacidn
"con mazapdn contaminado no soen muy frecuentes e incluse no exig
ten, los efectos a largo plazo que pucden provocar, represeéntan

un gran peligre, sobre todo pars los menores de edad.
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Ya se menciond en qué consiste el procesc de elaboracién -
del dulce de gacahuate estilo mazapdn, as{ comeo los ingredlien-
tes que éstos tienen, una vez analizados se puede concluir que
lo8 lugares en donde es mds factible 1a contaminaclidn es defi-
nitivamente durante el almacenamiento, aunque no se descarta
por caompleto la poBibilidad de una contaminacién durante el pro
caso debido a una inadecusda calidad ssnitaria del misme, provo
cada por una falta de limpleza del equipo, lo cual hace que se
sugiera como un medio preventivo, la buena limpleza constante -
del equipo, asi como control de calidad constante de la materia
prima, sobre todo del cacahuate.

Para evitar la contaminacidn durante el almacenamlento, es
necesario que Se mantengan las condiciones adecuadas para que -
de esta manera las posibilidades de obtenar un producto contami
nado sean minimas. Es importante estar realizando pruebas de dg
tocelén de micotoxinas para as{ poder eliminar a tiempo cual---
quier foeco da infeccién.

Se menciond en el capftule anterior que 1la destoxificacién
#5lo debveria considerarse como una medidp de emergencia, puesto
que existen métodos preventivos para cada uno de los pasos gue
forman el proceso de elaboracién del mazapén.

Dentro de los método de prevencldn es lmportante mencienar
que el cacahuate debe estar en buen estado fisico, porque, como
ya se menciond, ai el cacahuate Be encuentra en mal estado, es
decir, roto o maltratade, se facilita la centaminacidn por hon-
gos y como consecuencia, la produccidén de las micotoxinas por -
elloa. Aqui cabe mencionar, que algunas de lae industrias que -~
producen este dulce, no lo fabrican como el dnico producto de -
cacahuate, sino que en algunos casos lo producen para aprove---
char el desperdiclo de cacahuate, pues al no estar entero y sin
maltratar, no lo pueden ocupar en aguelloes productes que lo re-
quieren en buen estado general y en camblo, como para el maza-
pin se usa molido, no presenta ningin problema usar cacahuate -
maltratedo o rote.
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. Esto viens a ser un problema, pues como #e dijo, eote tipo -

.de cacahuate va a Ber_més susceptible a la contaminaclén por die-~
tlntos microorguanismoes. :

En cuanto al método de andlisis que se usd, es un método de
detecclén miltiple, en el gque se pueden detectar cantidades muy -
pequefias (hasta 5 ppb) de diferentes micotoxinas, presentande una
posibilidad de error minima. Por otro ladec, un método que se pue-
de realizar sin mayores problemas, pues es de rdpida realizacién
¥ utiliza equlipo sencille.



CONCLUSIONES

1. Se realizaron los andlisis de deteccidn de micotoxinas, encon
trando un 3B.8% de muestras positivas contaminadas principal-
mente con aflatoxina B, y esteripmatocistina (que es uho de -
los precursores de la aflatoxina B,).

2. Las muestras analizadas que resultaron positivas, presentaron
una concentracidn entre 7 y 8 ppb, la cual excede a la permi-
tida por la Secretaria de Salud y a la Food and Drug Adminis-
tration, por lo cual representan un peligro de intoxicacién a
largo plazo, ya que la aguda requiere de concentraciones mis
elevadas.

3. Se sugiere que el puntc del proceso de elaboracifn del dulce
en el cual es mis probable que se realicen las centaminacio--
nes en el almacenamiento, aunque no se descarta la posibili--
dad de que pueda ocurrir durante los otros puntos del proceso,
si no se realiza un buen contreol de calidad y se tiene una -
buena calidad sanitaria.

4, Como medio de control de la contaminacidn por hongos producto
res de aflatoxinas y otras micotoxinas, se sugiere gue:

a. El producto que se va a almacenay para ser usado poste---
riormente, sea analizado ¥y seleccionado para asi evitar ~
en lo que se pueda, la formacién do focos de contamina~--—
eidn. o

b. Durante el almacenamiento se deberin tener las condicio--
nes hecesarias, dependiendo del tipo y tiempe de almacena
je.

e. Durante el procesoc de elaboracidn, se deberfin tener unas
condiciones sanitarias muy buenas.

d. Realizar an8lisis de deteccidn de micotoxinas tante a 1la
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. materia prima come al producto terminado.

e. Utilizar materia prima, sobre todo el cacahuate, en las -
mejores condiciones posibles. )

El métode utilizado para la deteccifn de micotoxinas presenta
ciertas ventajas sobre otros métodos, como es su precisifn (S
ppb), rapidez y facilidad de realizacidn, asi como el empleo
de equipo de laboratorioc sencilla.

Es importante que siempre se usen métodos preventivos y s8lo

en emergencias se usen los métodos de destoxificacifn, puesto
que aparte de que &stos son mis caros, pudieran variar las ca
racteristicas sensoriales del producto final.

Eatudios anteriores, han dempstrado que son varios los produg
tos que pueden presentar contaminacifn por diferentes tipos -
de micotoxinas, por lo que en un momento dado, no sblo el ca-
cahuate es fuente de toxinas, Jlo cual hace qun el pelxgro de

una intexicacifn aumente notablemente,
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6. Culntos consume habitualmente:
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