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RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por algunos hongos que
son patégenos para humanos y animales al ser ingeridos. Existen diversos
estudios sobre el contenido de micotoxinas en alimentos tanto para consumo
humano como para el animal pero pocos son los que se han realizado en México
para conocer la calidad de diversos alimentos.

Actualmente se recomienda el consumo de pistaches y cacahuates pues se sabe
que tienen beneficios en la salud. La pimienta es un condimento de alto consumo
pues forma parte de la comida tradicional mexicana. Sabiendo esto, es necesario
saber la calidad de estos productos, en el Estado de Michoacan.

En este trabajo se recolectaron un total de 30 muestras de pistaches cacahuates y
pimienta de diferentes municipios del estado de Michoacan, que se analizaron por
medio de cromatografia de capa fina después de extraccién en fase sélida en fase
reversa con la finalidad de determinar la presencia de aflatoxinas B1, B2, G1y G2,
Ocratoxina A y Zearalenona.

Ninguna de las muestras presentd niveles detectables de las micotoxinas
analizadas por lo que podrian considerarse seguras aunque se sugiere ampliar el

muestreo para corroborar los resultados aqui obtenidos.



1 INTRODUCCION

Al menos el 25% de los cultivos alimentarios de todo el mundo estan
contaminados con micotoxinas. Esta contaminacion se produce como resultado de
las condiciones ambientales en el campo o de manipulaciones inadecuadas de
recoleccion, almacenamiento y procesamiento de diferentes productos
alimentarios (Park D, 1999).

Las micotoxinas fueron estudiadas mas a fondo a partir de 1960, cuando se
reportaron varios casos de micotoxicosis en animales. El primero involucré la
muerte de pavos alimentados con harina de cacahuate contaminada con hongos.
Debido a que la causa era desconocida en ese momento, los investigadores del
Tropical Products Institute de Inglaterra la llamaron "Turkey X Disease"
enfermedad X de pavos (Bennett J y Klich M, 2003).

Poco después, una enfermedad similar causd pérdidas severas de patos en
Kenya. Al mismo tiempo se reportaron casos de carcinoma hepatocelular (CHC)
en truchas arcoiris en criaderos de Estados Unidos y de Europa. Los analisis del
alimento revelaron que la toxina era producida por Aspergillus flavus (Ledesma B,
2004).

Las micotoxinas son metabolitos fungicos tdxicos cuando son consumidos por
animales o por humanos. Las toxinas pueden desarrollarse en almacenes bajo
condiciones favorables para el crecimiento de hongos productores de estas
(Jacobsen B, 1993).

Las micotoxinas son moléculas de bajo peso molecular y son metabolitos
secundarios de algunos hongos. Las micotoxinas son contaminantes que son
significativos, en los productos tanto agricolas de alimentos para animales y
humanos. Los hongos que producen estas toxinas pueden crecer durante el
crecimiento de la planta o del fruto o durante su almacenamiento (Bhatnagar D y
Ehrlich KC, 2002).



Las micotoxinas mas importantes son: aflatoxinas, Ocratoxinas (OTA), fumonisina,
tricocentenos y Zearalenona (ZON). Las aflatoxinas son potentes carcinégenos, y
en asociaciéon con hepatitis B, son responsables de miles de muertes anualmente

en seres humanos (Pitt J y Miscamble A, 2000).

En todo el mundo hay un alto consumo de cacahuates, pistaches y pimienta,
incluyendo a México. En nuestro pais se siembran aproximadamente 100,000
hectareas de cacahuate. Esta leguminosa es importante ya que contribuye a
prevenir enfermedades del corazén y, ademas, son una fuente muy importante de
energia. Los cacahuates son consumidos en diversas presentaciones,
comunmente en eventos de recreacién (botana). Al igual que el cacahuate, el
pistache es comunmente consumido también como botana, estos dos productos

son distribuidos al menudeo en la mayor parte del estado de Michoacan.

La pimienta es también muy utilizada en México ya que es indispensable para

sazonar casi toda nuestra comida tradicional.

Estos productos se estudian porque son consumidos frecuentemente y no existen,
en México, reportes que sefalen su calidad microbiolégica ni si se encuentran

libres de micotoxinas.

Se han realizado trabajos para determinar la presencia de micotoxinas en
cacahuates y pistaches en diversos paises como: Venezuela, Egipto, Ecuador,
Colombia, Brasil, Barcelona, Estados Unidos, Canada, entre otros, y se han
reportado cantidades considerables de micotoxinas. En México, se han hecho
algunos trabajos sobre la contaminacion en maiz forrajero y granos de café verde
en el Estado de Nayarit (Robledo L, y cols 2001). Micotoxinas en alimentos para
animal en Chihuahua (Torres S y Diaz L, 2002). Lara (2002) reporté métodos de
determinacion, identificacion y control de micotoxinas en ingredientes para la

nutricion animal en Puebla; mientras que Lopez (1997) determind la presencia de



micotoxinas en cereales adquiridos en mercados de Puebla y Tlaxcala.
Finalmente, Garcia (2005) report6 los niveles de micotoxinas en maiz para

consumo humano disponible en el estado de Michoacan.

Son pocos los estudios realizados en México sobre el contenido de micotoxinas en
diversos alimentos y en el Estado de Michoacan, son practicamente nulos. Por lo
que el presente trabajo tratara de arrojar algunos resultados sobre la posible

contaminacién de algunos productos de alto consumo.



2 GENERALIDADES

2.1 MICOTOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios (Jawetz, 1995) téxicos producidos
por ciertos hongos en productos agricolas expuestos a la infestacion por hongos.
De por si, la presencia de los mohos reducen el valor nutritivo de los alimentos
(Pietri Ay cols, 2004). Los alimentos contaminados por micotoxinas representan

una amenaza contra la salud.

El termino micotoxina fue introducido en 1962 por Forgacs y Carll, quienes lo

definieron como una sustancia toxica de origen fungico (Lépez L, 1985).

Las micotoxinas presentan estructuras de bajo peso molecular producidas por
hongos que causan efectos patologicos en los seres humanos y en los animales.
Pueden generarse desde el campo o bien posteriormente después de la cosecha
en el almacenamiento o en el procesamiento de los alimentos. Debido a su amplio
intervalo de efectos toxicos las micotoxinas pueden causar severas pérdidas
econdémicas a los productores pecuarios y representan un riesgo para los
consumidores de los alimentos que se obtengan de estas explotaciones pecuarias
(Medina J y Gilber J, 1991).

Son compuestos ubicuos que difieren mucho en sus propiedades quimicas,
bioldgicas y toxicolégicas (Carrillo L, 2003). Su presencia en niveles superiores a
los tolerables representa una amenaza y un riesgo importante en salud. No
obstante, la posible toxicidad crénica de muchas micotoxinas (aflatoxinas,
ocratoxinas, fumonisinas o ZON, entre otras) en bajas dosis suele suscitar mayor

preocupacién que la toxicidad aguda.



El impacto de micotoxinas en la salud de humanos y animales es ahora cada vez
mas reconocido. El ingreso de micotoxinas a los humanos y animales es

principalmente por la ingestion en la dieta. (Naccha R y cols, 2005).

Las micotoxinas exhiben una amplia gama de efectos bioldégicos pueden ser
mutagénicas, carcinogénicas, embriotoxicas o estrogénicas. También pueden ser
inmunosupresivas y parecen estar involucradas en el fendmeno de inmunidad
celular y humoral no especifica (Smith E, 2004). La Tabla 1 muestra las diversas
micotoxinas que pueden estar contaminando los alimentos, los microorganismos
que las producen, los alimentos en que se pueden encontrar y sus posibles

efectos en el organismo.

Los hongos Aspergillus flavus, A. parasiticum y A.nomius son los responsables de
la produccién de aflatoxinas (B1, B2, G1, G2). A. nomius es una especie rara a la
que no sé le ha relacionado con el pistacho ni a su contaminacién por aflatoxina.
De todas las micotoxicosis, la contaminacion por Aspergillus flavus es la que ha
tenido un mayor impacto en la sociedad (Murray, 1999). En la Tabla 2 se pueden

observar los principales hongos micotoxigénicos y las micotoxinas que producen.

Tabla. 1
Principales micotoxinas y toxinas producidas por hongos en cereales, soya,
cacahuates, entre otros productos, y algunos de los efectos en animales.( )

TOXINA ORIGEN ALIMENTO POSIBLES EFECTOS

AFECTADO
Toxinas de Aspergillus | Aspergillus flavus | Granos de | Hepatotoxicidad, carcinogenicidad,
(primordialmente) y A. parasiticum. cereales, enteritis  hemorragica, supresion
aflatoxinas B1, B2, G1, cacahuates, inmunologica.
G2, presentes en soya y oftros
granos; M1, M2, alimentos.
presentes en la leche
Ocratoxina, A.ochraceus y | Granos de | Toxico en rifiones e higado
(nefrotoxinas). Penicillium cereales




viridicatum.

Esterigmatocistina A. nidulans y A. | Granos de | Toxemia carcinogénica.
versicolor cereales
Toxina Tremorgénica A. flavus, P. | Granos de | Temblor y convulsiones
cyclopium 'y P. | cereal,
palitans, cacahuates,
soya y oftros
alimentos
Toxinas de Penicilium | P. islandicum Arroz, Temblor y convulsiones
(primordialmente)
Luteoselyrin
Patulina P. urticae, P. | Granos de | Hemorragias de pulmones y cerebro,
expansum. P. | cereal, edema toxico en rifiones y posible
Claviforme y A. | manzanas carcinogenisida.

Clavatus

Zearalenona (sindrome

estrogénico)

F.graminearum, F.

tricinctum, y en

Granos de cereal

Hiperestrogenismo, infertilidad

Zearalenol menor manera, F.
moniliforme

Deoxinivalenol o DON F. graminerum | Granos de cereal | Alimento rechazado por cerdos,
(estado sexual, gatos, perros, reduccion en gran

Gibberella Zeae.

peso,

Tricocentenos (t-2,HT-2,
monocetoxiscripenol o
MAS, Diactoxiscripenol
DAS)

F. tricinctum, F.

Gramunarum, F.

Equisel,
F.lateritium, F.
Poae y

F.sporotricoides

Granos de cereal

Severa inflamacién de tracto gastro

intestinal y posible hemorragia,
edema, vomito y diarrea, infertilidad,
degeneracion de medula de hueso,
reduccion de peso, crecimiento lento

y esterilidad

Fumonisinas B1, B2

F. moniliforme

Maiz

Leucoencefalomalacia

Toxinas de Ergot

ergopeptinas

Claviceps purpurea

Granos de cereal

Vasoconstriccion

Ergovalina

Acremonium

coenofialum

Fescue

Reduccién de peso




Tabla. 2
Algunos de los principales metabolitos téxicos producidos por hongos
contaminantes de los alimentos

HONGOS PRINCIPAL METABOLITO TOXICO
Aspergillus flavus Aflatoxinas B, M, G; acido kojico

A. parasiticus Aflatoxinas B, M

A. ochraceus Ocratoxina A

Fusarium tricenectum T-2 toxina

F. roseum T-2 toxina

F. moniliforme Zearalenona (F-2 toxina)

Gilerella zeac 2-Deoxinivalenol (Don)

Penicillium viridicatum Ocratoxina A

P. vyclopium Ocratoxina A

2.1.1 OCRATOXINA A

A. DEFINICION.

La OTA, es un metabolito secundario producido por hongos tales como Aspergillus
alutaceus, Penicillium verrucosum y P. viridicatum durante el almacenamiento de
alimentos destinados tanto para consumo humano como de animales. Es un
potente nefrotdxico, inmunosupresivo, teratogénico y se ha reportado que también

posee efectos carcinogénicos (Scout P, 2002).

B. CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS

Es un compuesto cristalino, coloreado. Es altamente soluble en solventes polares
organicos y muy poco soluble en agua (Ueno Y, 1987); es bastante estable al
tiempo y al calor.

Las ocratoxinas son un grupo de siete isocumarinas derivadas unidas con una
amida enlazada al grupo amino de la L-B-fenilalanina. La OTA es la mas
dominante y mas toxica de los miembros de la familia (Xiao H y cols, 1996,

Bayman P y cols, 2002). La OTA posee un esqueleto pentaquétido y contiene una



porcion de isocumarina Clorinda ligada a través de un grupo de carboxilo a la L -

fenilalanina mediante un enlace amino.
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Figura 1. Estructura quimica de la OTA

La OTA fue descubierta a mediados de los 60s en el sur de Africa durante
estudios de laboratorio en la busqueda de nuevos metabolitos toxicos. No se
relacioné con enfermedades en humanos o en animales.

En varias regiones de Yugoslavia, Rumania, y Bulgaria, fueron descritas una serie
de enfermedades fatales involucradas con un sindrome nefrotéxico, auque no se
conocian las causas exactas de la enfermedad, se pensd que estaba asociada

con la alta exposicion de ocratoxinas en esa area. (Steuder R y cols, 1994)

C. EFECTOS EN LA SALUD
La OTA es una de las micotoxinas mas toxicas (Abarca M y cols, 1994). Esta
micotoxina se detecta en alimentos para humanos y para animales, principalmente

en paises con temperatura de clima tropical (Zepnik H y cols, 2001).

La OTA es lentamente absorbida por el tracto gastrointestinal y se distribuye por la
sangre, principalmente a los rinones. Concentraciones bajas estan presentes en el
higado, musculo y grasas. La OTA es excretada en la orina y en las heces. La
OTA ha mostrado ser nefrotéxica en todas las especies de mamiferos estudiados

(Boorman G y cols, 1992).



La OTA es un potente inhibidor competitivo de la ligasa fenilalanina-t RNA que da
lugar a la inhibicion de la sintesis proteica y secundariamente de la sintesis de
ARN y ADN. Los efectos toxicos agudos de la OTA quedan inhibidos por la

coadministracion de fenilalanina (Walker, 1999).

En un estudio que se realizé en el Departamento de Patologia en la Universidad
de Napoli Federico I, Italia, se encontré6 que concentraciones nanomolares de

OTA promueven apoptosis en tipos (Scibelli, 2003).

La concentracién de micotoxinas se expresa en ug/Kg. Los valores presentes en
granos han llegado hasta un maximo de 5 ug/Kg. EI Comité Mixto FAO/OMS de
Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA, 1996) estimé tolerable una ingesta

semanal maxima de 0,1 pg/Kg (Carrillo L, 2003).

D. NIVELES PERMISIBLES

El JECFA ha recomendado una ingesta semanal aproximadamente 14 ng diarios
por Kg de peso corporal. No todos los paises han establecido limites maximos
tolerables y aun en aquellos paises que los tienen, varian significativamente, como

se puede apreciar en la Figura 2.

Figura 2

Numero de paises de la Union Europea que han establecido limites para
OTA vy niveles de tales limites para cereales y productos a base de
cereales (FAO, 2004).

50 pg/ky I 3
30 po/kg M4
20 pgikg M1
15 pg/kg A
10 po/kg M 4
5 pglky I 2 g

Jpokog M1 ® Nimero de paises |




2.1.2 AFLATOXINAS

A. DEFINICION

Las aflatoxinas son sustancias quimicas producidas por cepas toxigénicas de
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Estas sustancias pueden causar
enfermedad y muerte, tanto en animales como en seres humanos (Ledezma B,
2004).

Las aflatoxinas se producen en la mayoria de granos y productos a base de frutos
secos. Las aflatoxinas se descubrieron en 1960, cuando 100,000 pollos de pavo
murieron a consecuencia de la ingestién de harina de cacahuate contaminada por
un hongo. En la harina de cacahuate se encontrdo Aspergillus flavus, junto con

toxinas extraibles con alcohol, a las que se denomino aflatoxinas (Sommer, 1986)

Los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus son ubicuos y pueden
afectar las cosechas, arroz, maiz, cacahuates, nueces, chiles y especias en la
que se basa la dieta de muchos paises, principalmente los que estan en vias de
desarrollo. (Jonathan H, 2004).

B. CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS
La Tabla 3 muestra caracteristicas fisicoquimicas especificas de cada una de las
aflatoxinas que mas comunmente se encuentran en productos agricolas.
e Solubles en cloroformo, soluciones acuosas de metanol, acetonitrilo,
acetona.
e Susceptibles a la hidrdlisis alcalina.
e Se descomponen al tratarse con amoniaco o con soluciones de hipoclorito
de sodio (pH>10.5).
e Son termoresistentes.

e Estables en un intervalo de pH entre 3 y 10.

10



Tabla 3
Caracteristicas fisicoquimicas de las aflatoxinas que mas comunmente
contaminan alimentos (Lowell, 1992).

Aflatoxina | Nombre forma P.de Fluore uVv. Peso Formula
Quimico. Fusion | cencia max. Molecular | molecular
B1 2,3 6a a, 9a o- | cristales | 268- azul 362nm 312.0633 | C17H1206
tetrahidro-4- 269°C
metoxiciclopenta(c)
furo (37,2, 4)5)
furo (2,3-h) (1)
benzo-pirano-1,11-
diona.
B2 2,36a ,89a a- | cristales | 286- azul 363nm 314.0790 | C47,H1406
hexadidro-4- 289°C
metoxiciclopenta(c)
furo(3’, 2 7, 4,5)
furo(2,3-h) (1)
benzo-pirano-1,11-
diona.
G1 3, 4, T7a, 10a- | cristales | 244- verde 362nm | 328.0582 | C17H1206
tetrahidro -5- 246°C
metoxi -1H, 12H-
furo -[3',2": 4,5]
furo[2,3-h]-pirano
[3,4c] [11-
benzopirano -1,12-
diona.
G2 3,4,7a,9, 10, 10a | cristales | 237- verde 363nm | 330.0739 | C17H1407
a-hexahidro -5- 240°C

metoxi -1H, 12H-
furo [3.2": 4,5]
furo[2,3-h]-pirano -
[3.4c] 11
benzopirano -1,12-

diona.
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AFLATOXINA G,

Figura 3.
Estructuras quimicas de las aflatoxinas que cominmente se encuentran
contaminando productos agricolas.

C. EFECTOS EN LA SALUD.

Las aflatoxinas se conocen como un potente carcinogénico presente en los
pistachos a nivel mundial. Como los consumidores son cada vez mas conscientes
de su salud, el problema de las micotoxinas comienza a cobrar importancia entre
ellos, por lo que promueven mas medidas preventivas y correctivas (Hadavi E,
2005).

La hepatocarcinogenicidad causada por las aflatoxinas se observé en estudios
epidemioldgicos de areas de Asia y Africa, tanto para animales como para
humanos después de que consumieron ambos alimentos contaminados con
aflatoxinas (Bintvihok A y Kositcharoenkul S, 2005). El metabolismo hepatico
juega un papel importante para la accion biolégica de la AFB1 ya que en ese

6rgano se realiza mediante una destoxificacion en pasos conversion de AFB1 a

12



AFM1, AFP1, AFQ1, AFB2a y aflatoxicol que se considera ya que ninguno de

estos metabolitos tiene la misma toxicidad que la AFB1.

El efecto hepatocarcinogénico de las aflatoxinas esta bien establecido tanto en
animales de granja y como de laboratorio. Se sabe que la exposicion crénica a
aflatoxinas compromete la inmunidad e interfiere con el metabolismo de proteinas
y multiples micronutrientes que son criticos para la salud. Estos efectos no han
sido extensamente estudiados en humanos, pero la informacién disponible indica
que como minimo alguno de los efectos observados en animales también puede

ocurrir en humanos (Jonathan H, 2004).

Se considera a la AFB1 como el mas poderoso agente cancerigeno conocido del
grupo de las micotoxinas, ya que en dosis muy pequefias (15 pg/kg), produce
hepatomas en ratas (Bintvihok A y Kositcharoenkul S, 2005). La AFB1 es
considerablemente genotdxica, es hepatotdxica en humanos y animales, y es

nefrotoxica e inmunosupresiva en animales (Geiser D y cols 1997).

El grado de toxicidad y carcinogenicidad de las aflatoxinas sigue el siguiente
orden:
Bi1>G1>B,>G;

D. CONTAMINACION

Las aflatoxinas son un contaminante comun de alimentos las aflatoxinas se
producen por de hongos durante la produccién, cosecha, almacenaje y
procesamiento de alimentos. Es considerada por la FDA como un contaminante de
alimentos (Jonathan H, 2004).

Los frutos secos y piensos almacenados inadecuadamente asi como productos

agricolas expuestos a mucha humedad y altas temperaturas facilitan el desarrollo

de hongos. La presencia de estos microorganismos estropea los productos reduce

13



sus cualidades y favorece el crecimiento de micotoxinas. (Joanna D y Bastos R,
2004).

Las temperaturas de crecimiento para Aspergillus flavus son: minima de 6-8°C,
6ptima de 36-38°C y 44-46°C como maxima. Para que produzcan las aflatoxinas,
se requieren las siguientes condiciones térmicas: 12°C temperatura minima, 27-
30°C la optima y 40-42°C la maxima (Ledesma B, 2004)

El Aspergillus flavus y el Aspergillus parasiticus estan considerados como hongos
termotolerantes y microtermofilicos. Los mayores niveles de contaminacion se
presentan en las regiones tropicales y semitropicales, en donde el clima favorece
el crecimiento de los hongos productores de aflatoxinas, puede haber
contaminacion de los alimentos provenientes de zonas templadas, ya que el
Aspergillus flavus esta distribuido universalmente y su contaminaciéon con
aflatoxinas en los alimentos ha sido detectada en todo el mundo (Chiavaro E y
cols, 2005)

E. NIVELES PERMISIBLES

Las aflatoxinas se consideran contaminantes inevitables de los alimentos, se tiene
la necesidad de establecer niveles maximos de aflatoxinas en los alimentos. Los
limites para la AFB1 en los alimentos varian de 0 a 30 ug/Kg, con un margen de

variacion de 0 a 50 mg/Kg. para las aflatoxinas totales.

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios llegé a la
conclusion que 10 ug/Kg -20 ug/Kg de AFB1 en los alimentos Los niveles de
referencia innecesariamente bajos para las aflatoxinas pueden crear obstaculos

técnicos al comercio (FAO, 2003).
Muchos paises han establecido normas para controlar la presencia de aflatoxinas.

En 1996, el PAG, patrocinado por FAO/OMS/UNICEF establecié como nivel

maximo permisible 30 ppb de aflatoxinas en general en los alimentos.

14



Tabla 4
Limites maximos permisibles en distintos paises del mundo para AFB1 y
aflatoxinas totales,

PAIS LIMITE MAXIMO PERMISIBLE

Dinamarca, Gran Bretafa, Finlandia, Polonia, | 5 ppb de B

Suecia.

Francia 30 ppb en general

Alemania Federal 10.ppb como totales
5 ppb de B;

Canad 20 ppb como totales
5 ppb de B4

EE.UU. 20 ppb como totales
(sumade By + B, + Gy + Gy)

(Van Egmond H, 2002).

2.1.3. ZEARALENONA

A. DEFINICION

La ZON es un metabolito fungico, producido principalmente por F. graminearum y
F. culmorum, que se sabe coloniza el maiz, la cebada, el trigo, la avena y el sorgo,
entre otros. De los numerosos derivados de la ZON, que puede producir la especie
Fusarium, se ha encontrado que soélo el trans-a-zearalenol puede presentarse
naturalmente en los cereales en grano. Estos compuestos muestran baja
toxicidad, pero notables propiedades estrogenas y anabdlicas en ratas, ratones,

pollos y ganado porcino (Mirocha J, 1999).

B. CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS

Es un compuesto cristalino, blanco, con punto de fusién de 164-165 °C, insoluble
en agua, disulfuro de carbono y tetracloruro de carbono; soluble en alcalis
acuosos, éter dietilico, benceno, cloroformo, cloruro de metileno, acetato de etilo,

acetonitrilo y alcoholes.
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La ZON es termoestable; es una lactona de acido resorcilico con actividad

uterotropica y anabdlica, también conocida como toxina T-2.

La ZON y la zearalenol actian como estrogenos porque pueden adoptar una
conformacion que se parece suficientemente a 173-estradiol y otros estrégenos
naturales para permitir el enlace con el receptor estrogeno (Richard J y cols,
1993).

C. EFECTOS EN LA SALUD
La ZON ha sido caracterizada como un compuesto no téxico puesto que una sola
dosis por via oral de 20 000 pg/Kg de peso corporal no causa la muerte de

ratones.

Su potencial estrogenico es comparable al de los estrogenos estron y estriol. Sin
embargo, la contribucion de la ZON a la carga total ambiental de estrégenos no

se ha determinado todavia (Mirocha J, 1999).

F. graminearum produce ZON junto con desoxinivalenol y se ha sefialado la
posible relacion de ambas sustancias con brotes de micotoxicosis agudas en

personas (Udagawa S, 1988).

La exposicion a maiz contaminado con ZON ha ocasionado hiperestrogenismo en
animales, especialmente cerdos, caracterizado por vulvovaginitis e infertilidad. En
estudios con animales de experimentacion se han obtenido pocas pruebas de la
carcinogenicidad de la ZON (Udagawa S, 1988).

D. NIVELES PERMISIBLES

La ZON, esta actualmente reglamentada para los alimentos en 16 paises . La ZON
esta relacionada estructuralmente con el a-zearalanol (zeranol), un promotor del
crecimiento anabdlico prohibido en la UE (Union Europea) en 1988. El ganado

metaboliza la zearalenona a varios compuestos, incluido el zeranol.
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Reglamentando el contenido de ZON en las raciones animales podria controlarse
el problema resultante de la presencia de zeranol natural en los tejidos

comestibles. Los niveles permisibles para la ZON en el maiz y en otros cereales

varian actualmente entre 50 y 1000 ng/Kg.

OH u] I:H:i

Figura 3
(] Estructura quimica de la ZON

COH

Figura 4.
Numero de paises a nivel mundial que han establecido limites para la

ZON en maiz y otros cereales (FAO, 2003)
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2.2. Pistacho

Figura 5
Frutos de pistacho
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2.2.1 DESCRIPCION

El pistacho (Pistacia vera) es una fruta agrupada semiseca (fruta de hueso); la
fruta consiste en una uUnica semilla (almendra) y un revestimiento de la semilla
(tegumento), encerrado en un endocarpio (cascara) huesudo y delgado que esta
rodeada por el mesocarpio y el epicarpio (corteza). La recoleccion se realiza con
agitacion mecanica con un bastidor o a mano. Las nueces del pistacho contienen

un 40-50% de humedad en el momento de la recoleccion (Olsen M, 1999)

El arbol de pistacho es nativo de Afganistan, del occidente de Asia y Asia menor,
Turquia fue el primer lugar donde lo utilizaron para consumirlo segun estudios

arqueoldgicos (Duke JA, 1989).

2.2.2 PRODUCCION
La produccion de pistacho alrededor del mundo es de aproximadamente de 501
millones de toneladas métricas. Los principales paises productores, se muestran a

continuacion:

Iran 38%
U.S (principalmente California) 28%
Turquia 12%
Siria 12%
China 7%
Grecia 2%
Resto del mundo 1%

California produce pistachos que se distribuyen a casi todo Estados Unidos de
Norte América, Europa, Canada y al menos la otra mitad de la produccion es

exportada, principalmente a China, Hong Kong, Japén (JECFA,1996).

2.2.3 PROPIEDADES
Todas las nueces, incluyendo pistachos, contienen algunas grasas saturadas pero
son consideradas bajas. Los pistachos son una fuente rica de potasio de toda la

familia de las nueces, una onza de pistachos proporciona mas de 10% de la dieta
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de fibra evaluada al dia, vitamina B6, tiamina, magnesio, fosforo y cobre (JECFA,
1996).

2.2.4 CONTAMINACION
Muchos hongos del genero Aspergillus infectan y estropean las almendras del
pistacho, su presencia puede constituir un grave problema porque varias especies

de este género producen micotoxinas.

La rotura de la corteza del pistacho (apertura prematura) es un fenémeno
importante para su infeccion con A. flavus o A. parasiticus. La ruptura expone la
almendra a esporas fungicas trasportados por el viento o insectos que pueden

acarrear esporas fungicas en sus cuerpos. (Olsen M, 1999).

2.3 Pimienta

Figura 6.
Planta de la pimienta y frutos

2.3.1 DESCRIPCION

Piper nigrum L. es un planta lefiosa trepadora o rastrera vivaz, de follaje perenne,
que puede alcanzar 10 metros de altura. Hojas coriaceas, de color verde grisaceo,
pecioladas, anchamente aovadas o suborbiculares, provistas de tres nervios

medios prominentes y dos nervios laterales.
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Su area principal de produccién esta en los tropicos asiaticos; y en América se le
cultiva en la region amazonica de Brasil y Peru. Es una de las especias de uso
mas antiguo; su domesticacién ocurrié probablemente en la India, de alli se
extendio al archipiélago indomalayo y llevada a Europa antes de la Era Cristiana.
Sin embargo fue después que los arabes abrieran el camino de las especias entre
India y Europa, en los siglos X a Xll, que la pimienta alcanzé altos precios y fué
uno de los incentivos mas poderosos para iniciar las grandes conquistas europeas
del siglo XV.

Generalmente, la pimienta requiere baja altitud se le puede encontrar hasta los
1.000 metros. Requiere un clima caliente y hiumedo, con precipitaciones anuales
entre 1.500 a 2.500 mm, bien distribuido durante el afio, ya que no soporta
periodos prolongados de sequia. La temperatura anual media 6ptima varia entre
25y 30°C y la humedad entre 60-93%. La familia de la pimienta contiene mas o
menos doce géneros y mil cuatrocientas especies de hierbas, arbustos, guias y
arboles nativos de las areas tropicales y subtropicales del mundo (Meyer H, 1992).
La pimienta es la mas importante de las especies, con muchos paises que la

importan y muy pocos productores.

2.3.2 PRODUCCION

La produccion mundial de pimienta en el 2003 fue estimada en 327,250 toneladas
métricas. La pimienta es nativa de la India, pais que es uno de los principales
productores de esta especie. En América Latina el principal productor es Brasil y el

que mas importa es Estados Unidos.

2.3.3 PROPIEDADES

A dosis bajas es estimulante del sistema nervioso central y de las secreciones

digestivas. A dosis mayores es diaforético y tenifugo.
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Ademas es bactericida, conservante de los alimentos y, en uso topico,
rubefaciente y estornutatorio. Indicado en dispepsias hiposecretoras, prevencion

de gastroenteritis.

En uso externo: inflamaciones osteoarticulares, mialgias, contracturas musculares,

forunculos. Se usa externamente en linimentos y pomadas.

Esta constituido por aceites esenciales, materias nitrogenadas y otras sustancias
(Martins A y cols, 1998). Ademas tiene propiedades como antioxidante natural
(Nakatani, 1992). También se le han atribuido propiedades beneficiosas frente al

cancer (Concon J y Thomas W, 1979).

2.3.4 CONTAMINACION

Una alta incidencia de contaminacién fue verificada en ambas regiones cuando
99.1% de las muestras mostraron contaminacion de hongos el genero Aspergillus
(53%), de las cuales Aspergillus flavus estaba presente en 55 muestras de
pimienta negra (Gatti M y cols, 2004)

En Brasil se aislaron un total de 42 especies Aspergillus flavus y A. niger a partir
de pimienta negra y pimienta blanca, de las cuales fueron aisladas siendo, mas
frecuentemente de pimienta negra que de pimienta blanca (Freire F y Paterson R,
2000).

2.4 CACAHUATE

Figura 7
Vainas de cacahuate

Asachus hypogaca L
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2.4.1 DESCRIPCION

La familia Fabacea del cacahuate (Hypogaea arachis). Es una planta herbacea
originaria de America del sur, mide de 30 a 50 cm de altura. Las vainas absorben
nutrientes. Las frutas arrugan las cascaras que son estrechas entre dos a tres
semillas tienen una capa fina de papel, las vainas maduran de 120 a 150 dias
después de que se plantan las semillas. Si la cosecha es prematura las vainas
seran inmaduras. Si se cosechan tarde, las vainas permaneceran en el suelo
(Mphande F y cols, 2003)

2.4.2 PRODUCCION

El cacahuate en el mundo se siembra aproximadamente en 20 millones de
hectareas y ocupa el tercer lugar entre las leguminosas, después de la soya y
frijol, los cuales se producen en 55 y 26 millones de hectareas. En México se
produce desde la época prehispanica y ocupa una superficie aproximada de
100,000 hectareas, en los estados de Morelos, Puebla, Guerrero, Michoacan,
Oaxaca, y Chiapas se cultiva en condiciones de secano, en suelos marginales.
Hoy dia la produccién alcanza 10.000 a 15.000 toneladas anuales de cacahuate
en cascara

Se distinguen tres grupos o razas de cacahuates con caracteristicas morfolégicas
diferentes: el Virginia semirrecto, Vulgaris de consistencia rigida y el grupo

Valencia de consistencia laxa y erecta (Sanchez 2005).

2.4.3 PROPIEDADES

Investigaciones conducidas por un grupo de cientificos de la USDA muestran que
los cacahuates son una fuente rica para la salud del corazén, ya que pueden
ayudar a reducir los riesgos de enfermedades como el cancer y del corazén

(Awad, 2000). El cacahuate es una fuente muy importante de energia.
Nutricion del cacahuate evaluada en 100g.

Energia 590kcal
Carbohidratos 22g
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Fibra dietética 9g

Grasa 50g
Grasa Saturada 79
Monosaturada 25¢g
Polisaturada 169
Proteinas 249

Proteinas.

Los cacahuates contienen un contenido mayor de proteinas en comparacién con
otras leguminosas y nueces.

Grasas insaturadas

Los cacahuates contienen grasas monosaturadas y polinsaturadas. Estas grasas
ayudan a reducir los niveles de colesterol en la sangre lo que ayuda a reducir

enfermedades en el corazon.

Fibra
Un pequeno pufado de cacahuates contiene aproximadamente 2g de fibra, que

representa el 9% de la porcién diaria requerida.

Vitamina E
Cada onza de cacahuates proporciona el 16% de la vitamina E requerida y ha
mostrado una accion de antioxidante, la cual ayuda a reducir enfermedades del

corazon.
Minerales
Los cacahuates también son una fuente importante de minerales esenciales como

son magnesio, fosforo, potasio, zinc y cobre.

Vitaminas B

Los cacahuates contienen una buena fuente de folato (Awad A y cols, 2000).
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2.4.4.- CONTAMINACION

Los cacahuates son particularmente susceptibles a la contaminacion durante
crecimiento y almacenaje. Un almacenaje inadecuado de cacahuates puede
conducir a una contaminacion por el hongo Aspergillus flavus productor de

aflatoxinas (Vazquez M, 2001).

El cacahuate posee una de las semillas que se forman dentro de los frutos
enterrados mas susceptibles a la infeccidn por hongos y a la contaminaciéon con
micotoxinas por que permanecen mucho tiempo en contacto con la microflora del
suelo por lo que es altamente vulnerable de ser infectado por una o mas especies

de hongos (Mazzani C y Layrisse A, 1994).

La presencia de hongos micotoxigenicos en las semillas del cacahuate han
representado desde 1960 hasta la fecha, un serio problema para la produccién e
industrializacién de esta leguminosa en todas las partes del mundo y en México
(Mazzani C y Layrisse A, 1994).

En Egipto se recolectaron 40 muestras de cacahuate analizadas por cromatografia
en capa fina y se encontr6 que estaban contaminados por aflatoxinas, ademas

Aspergillus flavus fue el hongo contaminante mas frecuente (Sabed y cols, 2003).

2.5 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Esta técnica es sencilla, versatil, barata y de gran importancia. Las separaciones
sobre la capa, que es una fase estacionaria delgada que recubre una placa de
vidrio, metal o plastico, se basa en procesos de adsorcion, reparto, exclusion de

intercambio iénico (Donald JP, 1983).

Los componentes de una mezcla pasan a través de una fase estacionaria
mediante el flujo de una fase movil y las separaciones estan basadas en las
diferencias en la velocidad de migracién entre los componentes de la fase mouvil
(West S Haller C, 2001).
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La cromatografia en capa fina, o CCF, al igual que la cromatografia en papel, no
es costosa y es sencilla: el proceso puede requerir una media hora
aproximadamente, mientras que la CCF es muy popular y se utiliza de rutina en
muchos laboratorios. Los adsorbentes mas comunes son la alumina, la silica gel y
la celulosa. La CCF tiene ventajas sobre la cromatografia en papel de ser mas
rapida (West S y Holler C, 2001).

La muestra, que por lo general es una mezcla de compuestos organicos, se aplica
cerca del final de la placa en forma de un pequefo volumen de solucion de
microlitos que contienen microgramos de los compuestos, se pueden aplicar con

jeringas hipodérmicas o una pipeta de vidrio pequefa (Underwood A, 1989).

El analisis cualitativo consiste en determinar la distancia que recorre la muestra
en relacion a la distancia recorrida por la fase movil. La relaciéon y distancia es lo
que se llama factor de retencion o indice de retencién, Rf (Rubinson KA 'y
Rubinson JF, 2001).

2.6.- EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

La Extraccion en Fase Sdlida (EFS) es una potente y simple técnica de limpieza
de muestras que es, al mismo tiempo, rapida y econdmica. Una columna consiste
en un lecho de adsorbente de particulas gruesas mantenido entre dos discos
porosos en un tubo desechable. La EFS permite la preconcentracion de la muestra

con un riesgo minimo de pérdida o contaminacion de la misma.
El primer paso para la extracciéon es utilizar un solvente organico para "humectar"

la fase. Con fases hidrofobicas (C18) se usa un solvente polar, como el metanol.

Con fases estacionarias polares se usa un solvente no polar.
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La fase estacionaria en EFS se condiciona con el mismo solvente de la matriz de
la muestra. El condicionamiento permite alinear la fase estacionaria lejos de la
superficie de la silice, permitiendo la interaccién entre el analito y la fase
estacionaria. Cualquier solvente organico residual se elimina en esta etapa,
asegurando que los componentes de interés sean retenidos en la parte superior

de la columna.

Las interacciones entre las moléculas de la muestra y la fase estacionaria
controlan la retencion en el adsorbente en EFS. Para maximizar las interacciones,
la muestra debe cargarse en el adsorbente a una velocidad aproximada de 3
mL/min. Este caudal puede controlarse mediante una valvula en la estacién de
vacio. Los componentes de interés han de retenerse en el adsorbente de EFS
mientras que la matriz y los contaminantes deben eluirse y descartarse. El
adsorbente en EFS ha de mantenerse humedo siempre, puesto que el secado del

mismo puede acarrear una pérdida de muestra.

Usando un solvente o una serie de solventes de fuerza eluotropica los
contaminantes pueden eliminarse del adsorbente de EFS hasta que solo los
analitos de interés queden atrapados. Con un lavado adecuado las impurezas se
eliminan con un adecuado eluyente de lavado. EIl adsorbente de EFS se deja
secar generalmente con nitrégeno. El secado es esencial si el eluyente de lavado

no es miscible con el solvente de elucidn final.

La elucién de los analitos se efectia mediante un eluyente adecuado y a un
caudal de aproximadamente 1 mL/min. El adsorbente y las interacciones analito-
adsorbentes determinan el eluyente final de elucion. Tras la elucion los analitos y

el eluyente se recuperan en el recipiente colector.
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3 JUSTIFICACION

La ingestion de alimentos que contiene micotoxinas pueden causar efectos
perjudiciales en la salud humana y animal, ya que estudios en diferentes especies
animales han revelado su efecto carcinogénico (IARC, 1993). En el humano se ha
observado que causan dafios esplénicos, 6seos y, en algunos casos cardiacos y
aun cerebrales, pero principalmente nefroticos y hepaticos. Cuando las
micotoxinas se asocian con el virus de la hepatitis B, son responsables de miles
de muertes humanas por ano, principalmente en paises en vias de desarrollo
(Naccha Ry cols, 2005).

Se han realizado diversos estudios a nivel mundial sobre el contenido de
micotoxinas en diferentes tipos de alimentos para consumo humano y animal. En
México los estudios se han enfocado principalmente a identificar y medir la
presencia de micotoxinas en maiz, en trigo y cebada, principalmente asi como en
alimento para animales y se han encontrado niveles significativos de
contaminacién. Sin embargo, no existen reportes relacionados con otros productos
de alto consumo en México como son los cacahuates, los pistaches y la pimienta;
por lo que en este trabajo, se desea conocer si existe contaminacién por algunas

micotoxinas en tales productos y, de ser asi, en qué niveles.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la presencia de micotoxinas en pistaches, cacahuates y pimienta

recolectados en mercados del Estado de Michoacan.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Establecer si existe contaminaciébn por micotoxinas en pistaches,
cacahuates y pimienta negra provenientes de establecimientos comerciales
de algunos municipios del Estado de Michoacan.

e [Establecer los niveles de micotoxinas que pudieran estar presentes en los

productos ensayados.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 MATERIALES
Los reactivos y solventes fueron marca JT Baker. Las Aflatoxinas B1, B2, G1, G2 y

la Ocratoxina A son Sigma; la Zearalenona, Fluka; Benceno (GOLDEN BELL).

5.2 EQUIPOS

e Termo Bafo, modelo FE-372 (Felisa)

e Bafio Ultrasénico, (Branson 1510)

e Centrifuga (Fisher Scientific)

e Mortero de porcelana

e Cartuchos de Extraccion en Fase Sdlida (Supelco, Supelclean LC-18 SPE
de 3mL)

e Balanza Granataria, (Fisher Scientific)

e Placas para Cromatografia de Capa Fina Silgur-25 UV 10 x 20
(Macherey-Nagel)

e Lampara de luz ultravioleta, 6w model UVLMS, 3UV assembly, 115v-60Hz,
0.16 amps(UVP)

e Camara de extraccion fase solida (Preppy, Supelco)

5.3 MUESTREO

La recoleccion de muestras se realizdé en diferentes municipios del estado de
Michoacan (Tabla.5) y se recolectaron pistaches, pimienta y cacahuates. Asi como
en los de mercados de: San Juan, Independencia y de Abastos de la ciudad de
Morelia. La recoleccion se llevo a cabo en los meses de Junio, Julio y Agosto del

afno 2005; la cantidad recolectada fue de 250g.
5.4 MOLIENDA

50g muestra se procesaron con ayuda de un mortero para homogeneizar el

tamafo de particula.
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5.5 PREPARACION DE LA MUESTRA.

Procedimiento A.

5g de muestra previamente molida, se pesaron en un matraz erlenmeyer de 100
mL y se le adicionaron 3.35g de acido ascorbico, 30 mL de una mezcla metanol-
agua (90:10) y se coloco en un agitador ultrasénico (Branson 1510) por 15 minutos
para extraer las micotoxinas. Posteriormente el sobrenadarte fue vertido en tubos
de ensayo y se llevd a centrifugacion por 5 minutos a 3000 rpm. El proceso de
extraccion fue repetido con otros 20 ml de la mezcla metanol-agua (90: 10) por 15
minutos. Los extractos combinados fueron trasferidos a un matraz volumétrico de

50 ml y diluidos al volumen con la mezcla metanol-agua (90:10).

Procedimiento B

Se pesaron y trituraron 10g de muestra, las micotoxinas se extraen con cloroformo
tibio, se precipitaron con hexano. El precipitado se removié por filtracién; la toxina
cruda se vuelve a disolver con cloroformo y se purifica por extraccién con

bicarbonato de sodio al 0.5M.

5.6 EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Se tomo una alicuota de 5ml del extracto y se ajusto a pH de 7 con una solucién
de NaOH al 30%. El volumen del extracto se concentré a 2 mL en bafio de vapor a
60°C. El residuo fue disuelto en 2 mL de acido acético al 5% y transferido al
interior de una columna de Extraccion en Fase Sodlida, prelavada con 4ml de
metanol seguidos de 4ml de &cido acético al 5%. La columna fue primeramente
lavada con 200 puL de una mezcla metanol-agua-acido acético (50:46:4) y las
micotoxinas fueron eluidas con 4.8 mL de una mezcla metanol-agua-acido acético
(80:15:5). El extracto final se concentré en un bafio de vapor hasta obtener un

residuo de aproximadamente 2 mL.

5.7 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
Se realizaron en placas de vidrio comerciales. En cada placa se colocaron 20 uL

de los extractos de las diferentes muestras y los estandares correspondientes.
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Las soluciones estandar de las micotoxinas se prepararon en concentraciones que
van de 10 a 60 ppb. La fase mévil para aflatoxinas y zearalenona fue una mezcla
de acetato de etilo-metanol (2:1). Para Ocratoxina se uso una mezcla de benceno-
acido acético (9:1)

La determinacién de la presencia de micotoxinas fue realizada con ayuda de una
lampara de luz ultravioleta a 365 nm para Aflatoxinas y Ocratoxinas, y 254 nm
para el de Zearalenona. Los limites de deteccion con esta metodologia son de

aproximadamente 0.5 ppb.
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6 RESULTADOS

Se analizaron 30 muestras (Tabla 5): 10 de cacahuates, 10 de pistaches y 10 de
pimienta. Todas las muestras fueron procesadas de acuerdo a procedimientos
estandar tal y como se describe en el apartado 5.5 para el procedimiento A. La
posible presencia de micotoxinas en las muestras se contrasté con el uso de
estandares de las micotoxinas. Los estandares utilizados fueron de AFB1, AFB2,
AFG1, AFG2, OTA y ZON. Aun cuando se aplicaron diferentes cantidades de los
extractos, no fue posible determinar la presencia de alguna micotoxina en los

productos analizados.

En otro trabajo donde se determiné la flora fungica de los mismos productos aqui
analizados se encontré la presencia de Penicillium verrucosum en la muestra
numero 26. Por esta razén se utilizd un segundo proceso de preparacion de
muestra (apartado 5.5, Procedimiento B) para asegurarse de que efectivamente
las muestras se encuentran libres de OTA. Con este procedimiento se puede
identificar y cuantificar OTA en el orden de picogramos (Naccha R y cols, 2005).
Siguiendo este segundo procedimiento, se analizaron 9 muestras con

caracteristicas coloniales semejantes ala 26 (4, 5, 8, 16, 22, 23, 26, 27, 30).

Aun cuando ninguna de las muestras reveld la presencia de micotoxinas en
niveles detectables, debe tenerse cuidado ya que si estan contaminadas con un
hongo productor de micotoxinas. La ausencia de las micotoxinas en presencia del
hongo productor puede deberse a un correcto almacenaje y manipulacion del
producto. Cabe sefalar que las muestras que presentan este hongo son de
pistache y pimienta provienen de la regiéon de Zamora (una muestra de pistache),
de San José de Gracia (una muestra de pistache), de Quiroga (una muestra de
cacahuate y una de pimienta) y el resto se adquirieron de diversos mercados de la
Ciudad de Morelia tales como el Mercado Independencia (una muestra de

pimienta), de San Juan (una muestra de pistache), del auditorio (dos muestras de
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cacahuate) y del de Abastos (muestra de pistache y de pimienta).

En otras

palabras, la presencia del hongo micotoxigénico se manifestdé en los tres

productos y de regiones diversas.

Tabla 5
Tipo de muestra y su procedencia
No. | Tipo de Muestra Municipio de procedencia
1 Pistache Patzcuaro
2 Pistache Jiquilpan
3 Cacahuate Jiquilpan
4 Pistache Central de abastos de Morelia
5 Pistache Mercado de San Juan
6 Cacahuate Santa Ana Maya
7 Pistache Central de abastos de Morelia
8 Cacahuate Quiroga
9 Cacahuate Mercado Independencia
10 | Pistache Mercado Independencia
11 | Pistache Huiramba
12 | Pimienta Huiramba
13 | Pimienta Mercado independencia
14 | Cacahuate Apatzingan
15 | Pimienta Mercado independencia
16 | Pimienta Apatzingan
17 | Cacahuate Tacambaro
18 | Pimienta Mercado independencia
19 | Cacahuate Apatzingan
20 | Pimienta Azuayo
21 | Pistache Mercado de san Juan
22 | Cacahuate Mercado del auditorio
23 | Pimienta Central de abastos de Morelia
24 | Cacahuate Tianguis plaza
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25 | Cacahuate Patzcuaro

26 | Pistache Zamora

27 | Pistache San José de Gracia
28 | Pimienta Venustiano Carranza
29 | Pimienta Uruapan

30 | Pimienta Quiroga
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7 DISCUSION

El numero de personas que sufren de enfermedades cardiovasculares asi como
otras relacionadas con el estrés, ha hecho que se busquen mejores dietas, mas
saludables. Una de las dietas de la que se hace mencién es la Mediterranea
debido a su alto contenido de fibra. Esta dieta incluye el consumo de diferentes
tipos de oleaginosas que cumplen la funcion de ser nutritivas y utiles en la
prevencién de enfermedades cardiovasculares (Fidenza, 2002). Sin embargo, se
debe estar seguro que los alimentos que se consumen deben ser inocuos sobre
todo desde el punto de vista micotoxicoldgico.

Existen varios articulos relacionados con el contenido de hongos en alimentos. Se
han encontrado diversos géneros presentes pero Aspergillus y Penicillium son los
géneros predominantes, especialmente en alimentos que no son cereales (Pacin
et al 2002; Gatti et al, 2003; Mounjouenpou et al, 2007). En un trabajo también
realizado en el laboratorio, se encontr6 que algunas muestras estaban
contaminadas con Aspergillus y Pencillium, especialmente Penicillium
verrucosum, hongo responsable de producir OTA. Abdel-Gawad and Zohri (1993)
estudiaron la flora fungica en almendras, nueces de la India, castafas, avellanas,
pistaches y nueces y lograron aislar Aspergillus de todas las muestras. Sus
resultados concuerdan con los aqui reportados en términos de frecuencia.

Existen una gran variedad de articulos relacionados con la determinacion de OTA
en diferentes productos alimenticios. La OTA se determina ya sea por HPLC o
TLC después de haber aislado la micotoxina con columnas de inmunoafinidad. La
TLC es todavia muy usada sobretodo en combinacion con deteccion y
cuantificacion densitométrica. De esta manera se logra obtener un mayor numero
de resultados con un menor margen de error. En este trabajo el analisis se realizo
por Extraccion en Fase Sdlida en Fase Reversa, seguida por TLC (secciones 5.6-
5.7). Esta metodologia ya habia sido establecida y estandarizada en un trabajo
previo (Lopez-Ventura, 1997). En términos analiticos, el método por TLC cumple
con los parametros de validacidon usuales: linealidad, reproducibilidad, precision.

Debe mencionarse que la mayoria de las metodologias utilizadas en la bibliografia
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usan extraccion por inmunoafinidad, aqui se realizé en fase reversa ya que se
sabe que el % de recobro es del 89% y se considera aceptable. Santos y Vargas
(2002) reportaron un % de recobro del 98.4% usando columnas de
inmunoafinidad.

Pittet y Royer (2002) desarrollaron un método de determinaciéon rapida por TLC
para OTA en café sin tostar a un nivel de control de 10 ug/Kg. Sus resultados con
TLC mostraron una buena correlacion con resultados obtenidos por
HPLC/inmunoafinidad. El intervalo analitico que usaron fue de 0.2-136.7 pg/Kg.
Por otro lado, Sugita-Konishi et al (2006) realizaron una estudio para determinar la
presencia de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 asi como OTA y fumonisinas B1, B2 y
B3 en diferentes tipos de comida disponibles en el mercado japonés.
Determinaron OTA en avena, harina de trigo, salvado, café sin tostar, café tostado,
pasas, cerveza y vino pero no la detectaron en arroz ni en maiz. Las
concentraciones encontradas de OTA fueron menores a los 0.8 ug/Kg usando un
método por HPTLC. En este trabajo el limite de deteccion establecido es de 0.1
ug/Kg, valor que concuerda con los reportados, por otros autores, en la bibliografia
(Santos y Vargas, 2002; Pittet y Royer, 2002; Sugita-Konishi et al, 2006;
Amezqueta et al, 2007).

El haber encontrado Pencicilium verrucosum en varias muestras que después de
haber sido analizadas resultaron tener niveles no detectables de micotoxinas, en
especial, la OTA, llevo al uso de un método alternativo de extraccion de OTA de
las muestras (Seccion 5.5 B). Este método se basa en la extraccion en tibio de la
OTA, tal y como lo describieron Erlich y Lee (1984). De esta manera el total de
muestra es el que se trata y de existir contaminacién se revelaria facilmente. Sin
embargo, aun con una segundo método de extraccion no se encontré OTA en
niveles detectables.

La informacién aqui obtenida es importante ya que este tipo de estudios no se
habian realizado en México y menos para el Estado de Michoacan. Por otro lado,
se verifica que los alimentos que aqui fueron analizados son inocuos por lo que su
consumo es seguro. De cualquier manera, valdria la pena ampliar el numero de

muestras asi como las areas para obtener mayor informacion.
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8 CONCLUSIONES

Las muestras de cacahuate, pistaches y pimienta negra recolectadas en
diversos comercios de la Cd. de Morelia no contienen niveles detectables
de micotoxinas. En el caso de OTA, esta informacion fue corroborada

utilizando una metodologia de extraccion alternativa.

La metodologia utilizada es simple y ya habia sido previamente probada.
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9. PERSPECTIVAS

Ampliar el muestreo, en espacio y tiempo, para obtener mayor informacion.
Utilizar columnas de inmunoafinidad para mejorar, aun mas, el recobro de
micotoxinas de las muestras.

Ampliar el analisis hacia otros productos de gran consumo como por

ejemplo, la cerveza.
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