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IMPORTANCIA DE LA DETECCION DE AFLATOXINAS EN FRUTOS
SECOS, EN LA SEGURIDAD ALIMENTARIA.

J.A. Barragan-Quishpe !, R.M. Montes-Estellés’

RESUMEN

En el presente trabajo se realiza una revision bibliografica sobre la importancia
de la deteccion de aflatoxinas en frutos secos en la seguridad alimentaria,
comprende una breve descripcion de su procedencia y sus vias de desarrollo debido
a que son sustancias toxicas de origen fungico, son de bajo peso molecular y
contaminan los alimentos, por lo cual, representa un riesgo para la salud. En la
actualidad el consumo de frutos secos va creciendo debido a las propiedades
nutritivas que poseen, son fuente de energia, minerales y proteinas y por ello, son
considerados un complemento perfecto en la dieta diaria. Las aflatoxinas se
encuentran presentes en una gran variedad de alimentos como es en el caso de las
nueces y almendras, son producidas por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus,
pueden presentarse en la cosecha o durante el almacenamiento, en condiciones de
alta humedad o temperaturas templadas. En esta investigacion bibliografica se
resumen varios estudios que proporcionaron informacion sobre los métodos mas
utilizados para el andlisis de aflatoxinas como son las técnicas de confirmacion,
extraccién y purificacion, exploracién o screening, las cuales nos permite determinar
la presencia de aflatoxinas.

Palabras clave: micotoxinas, aflatoxinas, frutos secos, métodos de confirmacion,
purificacion y extraccion, screening.

RESUM

En el present treball es realitza una revisié bibliografica sobre la importancia de
la detecci6 d'aflatoxines en fruits secs en la seguretat alimentaria, compren una breu
descripcio6 de la seva procedéncia i les seves vies de desenvolupament pel fet que
son substancies toxiques d'origen fungic, son de baix pes molecular i contaminen
els aliments, per la qual cosa, representa un risc per a la salut. En l'actualitat el
consum de fruits secs va creixent a causa de les propietats nutritives que
posseeixen, son font d'energia, minerals i proteines i per aixo, sén considerats un
complement perfecte en la dieta diaria. Les aflatoxines es troben presents en una
gran varietat d'aliments com és en el cas de les nous i ametlles, son produides per
Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus, poden presentar-se en la collita o durant
'emmagatzematge, en condicions d'alta humitat o temperatures temperades. En
aquesta recerca bibliografica es resumeixen diversos estudis que van proporcionar
informacio6 sobre els métodes més utilitzats per a l'analisi d'aflatoxines com son les
tecniques de confirmacio, extraccid i purificacio, exploracié o screening, les quals
ens permet determinar la preséncia d'aflatoxines.

Paraules clau: micotoxinas, aflatoxinas, fruits secs, metodes de confirmacio,
purificacio i extraccio, screening
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ABSTRACT

In the present work a bibliographic review is carried out on the importance of the
detection of aflatoxins in nuts in food safety, it includes a brief description of their
origin and their development pathways due to the fact that they are toxic substances
of fungal origin, they are of low molecular weight and contaminate food, therefore, it
represents a health risk. At present, the consumption of nuts is growing due to the
nutritional properties they have, they are a source of energy, minerals and proteins
and therefore, they are considered a perfect complement to the daily diet. Aflatoxins
are present in a great variety of foods such as walnuts and almonds, they are
produced by Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus, they can occur at harvest
or during storage, in conditions of high humidity or warm temperatures. This
bibliographic research summarizes several studies that provided information on the
most used methods for the analysis of aflatoxins such as confirmation, extraction
and purification techniques, exploration or screening, which allow us to determine
the presence of aflatoxins.

Keywords: mycotoxins, aflatoxins, nuts, confirmation methods, purification and
extraction, screening.



1. INTRODUCCION

Hoy en dia las micotoxinas son consideradas un contaminante natural que es
producido por medio de hongos filamentosos, estos pueden pertenecer a los
géneros Aspergillus, Penicillum y Fusarium, los cuales crecen en productos
agricolas durante la cosecha y almacenamiento, las micotoxinas resisten los
procesos de secado, molienda y procesado (AESAN, 2020).

Las micotoxinas forman parte de un grupo de sustancias quimicamente activas,
toxicas que pueden ocasionar enfermedades e incluso la muerte (Gimeno y Martins,
2011).

Cada especie fangica produce una micotoxina diferente segun el tipo de
alimento, en el caso de Aspergillus spp produce aflatoxinas que se pueden
encontrar en cereales y subproductos (frutos secos, especias, semillas, legumbres,
pasas, etc) (Martinez, 2018).

El descubrimiento de las aflatoxinas sucedi6 en los afios 60 a raiz de una crisis
veterinaria que ocurrié cerca de Londres en la que murieron alrededor de 100.000
pavipollos por lo que los cientificos concluyeron que la causa principal era el
alimento (harina de mani importada del Brasil). Los cientificos lograron aislar una
sustancia producto del crecimiento de un hongo, que al ser suministrada a animales
sanos producia una sintomatologia muy compatible con la desconocida
enfermedad, quedando demostrado que dicha sustancia habia sido producida por
una cepa de Aspergillus flavus de la cual derivdé su nombre de Aflatoxinas (Borja y
Calvo, 2017).

Las aflatoxinas son sustancias quimicas producidas por cepas toxigénicas de
hongos principalmente Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Estas sustancias
pueden causar enfermedad y muerte, tanto en animales como en seres humanos
(Bogantes, 2008).

A su vez, las aflatoxinas son productos metabdlicos secundarios, debido a que
no tienen una funcion directa en el metabolismo vital del moho sino parecen ser un
factor de defensa para un medio hostil.

Las aflatoxinas principales son B1, B2, G1 y G2, debido a que se encuentran en
alimentos, la mayor parte de la exposicibn humana procede de frutos secos y
cereales contaminados (OMS, 2018).

Para que se puedan desarrollar depende de factores fisicos como la humedad,
agua, temperatura, caracteristica fisica del grano y factores quimicos como
composicion del sustrato, pH, nutrientes, minerales y disponibilidad de oxigeno
(Hernandéz y Garcia, 2012).

La ausencia de Aspergillus spp. en el alimento no necesariamente implica que
el alimento no tenga aflatoxinas, debido a que la toxina puede persistir ain después
de que el moho haya desaparecido.

Un estudio realizado en la ciudad de Guayaquil determiné que el 54% de frutos
secos y cereales estaban contaminados por aflatoxinas, de los cuales algunos
pacientes mostraron un cuadro de desnutricion grado lll (Lazo y Sierra, 2008).



Presencia en alimentos

El problema toxicolégico se debe a la contaminacion de alimentos por
aflatoxinas, éstas se pueden encontrar en nueces, pistachos, cacahuetes,
almendras, harinas de trigo y maiz, especias, frutas secas, granos contaminados,
aunque se encuentren en muy bajas concentraciones representa una potente
actividad biologica.

Las aflatoxinas se encuentran en semillas de baja calidad, esto se da cuando
existe una falta de control de plagas y las condiciones de almacenamiento no son
Optimas, ya que aumenta el riesgo de contaminacion por hongos.

Por lo tanto, los investigadores se han interesado en los estudios
epidemiolégicos como los realizados en Africa y Asia que han mostrado una alta
incidencia de hepatomas y han revelado asociacion entre la incidencia de cancer y
el contenido de aflatoxinas en la dieta (Fente, et al., 2016).

FRUTOS SECOS

Segun Vazquez y Alcaraz (2005), define como frutos secos a todo aquel alimento
que por su condicién de cascara ha sido sometido a un proceso de desecacion, y
es conservado durante todo el afio para después ser consumido, cabe mencionar
que el consumo se debe realizar en pequefias cantidades.

Tomando en cuenta el Codigo Alimentario Espafiol, los frutos secos poseen una
composicién menor del 50% de agua. La caracteristica principal de los frutos secos
es su gran contenido calérico (de 5,3 a 6,6 kcal/g, excepto en las castafias) debido
a su elevado contenido lipidico y su bajo estado de hidratacién (Gimeno E. , 2002).

A los frutos secos se los puede considerar como suplementos alimenticios ya
gue su consumo representa grandes beneficios para la salud, este tipo de alimentos
son fuente importante de fibra, proteinas, vitamina E, acido félico y minerales, son
utilizados en una dieta equilibrada (Krauuss y Eckel, 2000).

Nuez de Nogal

La nuez de Nogal presenta una gran demanda a nivel mundial, esto se debe a
sus caracteristicas nutricionales que aporta, debido a que es rica en acidos grasos
esenciales que son favorables para el organismo (Amaral y Casal, 2003).

Estos alimentos aportan algo mas que energia, debido a que proveen un alto
contenido graso (45 a 65%), no contienen colesterol. Las grasas son
monoinsaturadas y poliinsaturadas, también dispone de un alto contenido proteico
(15 a 30%), por ello es un gran sustituto de proteinas animales (carnes), en
determinadas circunstancias (Vazquez y Alcaraz, 2005).

Las grasas de la nuez constituyen alrededor del 61,9%,13,5% de carbohidratos
y 14,3% de proteinas, es una buena fuente de vitaminas como la B1, B2, B3 y B6,
es uno de los alimentos mas ricos y completos, el contenido de carbohidratos es de
un 12%, de igual manera, el contenido de fibra varia entre 5,9 mg/g a 159 mg/g
dependiendo de la variedad.



Almendras

Las almendras es uno de los frutos secos mas completo porque posee un alto
contenido de proteinas, en cuanto a aminoacidos esenciales, su contenido proteico
es de 13.3 %, son relativamente ricas en vitaminas B1, B6, y especialmente en
vitamina E (Pamplona, 2007).

Las almendras aportan grasas monoinsaturadas las cuales ayudan a bajar los
niveles de colesterol LDL debido a que reemplazan las grasas saturadas.

Seguridad alimentaria

La seguridad alimentaria juega un papel importante para las empresas, asegura
la calidad de un producto para que se encuentre en condiciones Optimas para el
consumidor. En el caso de los frutos secos son productos que, al encontrarse en
condiciones adecuadas, presentan una larga conservacion, por lo que es necesario
gue en todas las fases del proceso los ambientes sean los adecuados, cumpliendo
con los valores bajos de humedad para conseguir su conservacion y a su vez la
eliminacién de contaminantes fungicos y bacteriologicos (Gimeno E., 2002).

LEGISLACION

Hoy en dia el comercio de alimentos ha contribuido aun mas a las pérdidas
provenientes por aflatoxinas debido a que existe una gran demanda de alimentos
exportados, por tal motivo se han incrementado estrictos estandares de calidad
(Wu, 2004).

El Codex Alimentarius establece los limites permitidos y las normativas sobre las
aflatoxinas, de esta forma se evita la existencia de algin contaminante que pueda
afectar a los consumidores (Garcia S., 2016).

Al evidenciar los riesgos que ocasiona los alimentos contaminados por
aflatoxinas en el ser humano, se crearon diferentes reglamentos, en el caso de
Ecuador, el Instituto Nacional de Normalizacion INEN puso en vigencia una
normativa acerca del Codigo de practicas para prevenir y reducir la contaminacion
de alimentos por aflatoxinas, debido a que es esencial resguardar la salud del
consumidor (Vasquez y Moran, 2016).

Por otro lado, la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) publicé un documento que engloba los reglamentos para las
aflatoxinas en alimentos y las raciones estimadas, y establece los limites de
aflatoxinas a nivel mundial ya que representa un tema de gran importancia que va
relacionado a la inocuidad alimentaria (FAO, 2004).

En Espafa existen disposiciones nacionales para establecer los niveles
maximos de aflatoxinas, la normativa europea establece métodos de muestreo y de
analisis para el control en productos alimenticios (Garcia J. , 2008).

Se han propuesto cuatro directivas, una de ellas el Reglamento (UE) 165/2010
la cual fija el contenido maximo de determinados contaminantes en los productos
alimenticios.

La contaminacion producida por micotoxinas depende de su estructura y
capacidad de reaccidon con otras moléculas, las producidas por Aspergillus son:
Aflatoxina B1, B2, G1, G2 y stigmatocistina (Castillo, et al., 2016).



La produccion de las micotoxinas se da por factores extrinsecos: temperatura y
humedad relativa, factores intrinsecos: humedad, nutrientes, pH y acidez, y por el
género del hongo toxigénico. Dentro de los principales grupos de micotoxinas se
encuentran las aflatoxinas, las ocratoxinas, la zearalenona, las fumonisinas, el
deoxinivalenol, los tricotecenos, etc (Ruiz, 2016).

Aflatoxinas
ESTRUCTURA QUIMICA

Quimicamente son metabolitos heterociclicos y se encuentran relacionados
entre si, el anillo lactonico y el doble enlace del anillo difurano son los responsables
de su toxicidad, debido a que son compuestos altamente ionizables y muy reactivos,
su peso molecular varia entre 312 y 350, la mayor parte es poco soluble en agua,
por lo cual puede ser extraido con disolventes organicos moderadamente polares,
tales como el cloroformo o metanol. Las aflatoxinas purificadas en forma cristalina
son bastante termorresistentes, estables en un rango de pH entre 3 y 10 y sus
puntos de fusidn son superiores a los 250 °C. Experimentalmente, tiene un elevado
potencial mutagénico y cancerigeno, por lo que se le considera la aflatoxina de
mayor riesgo para la salud humana (Soriano, 2007).

La carcinogenicidad y la mutagenicidad de las aflatoxinas B1, G1 y M1 es
producida por la formacién de un epoxido reactivo en la posicion 8, 9 del anillo furano
la misma que se une covalentemente al acido nucleico.

En el caso de las aflatoxinas G1 y M1 presentan un efecto toxicolégico similar a
la aflatoxina B1, su efecto es carcinogénico en el higado el cual es menor que la B1,
sin embargo, su carcinogenicidad en riflones es ligeramente mayor (Norman y
Kaplan, 2015).

MECANISMO DE ACCION

La aflatoxina B1 (AFB1) es la mas importante de toda la serie, debido a que
aparece con mayor frecuencia por lo que se absorbe en el intestino delgado y se
transporta por medio de los glébulos rojos y las proteinas plasmaticas hasta el
higado, esta toxina entra en la célula y su metabolismo en el reticulo endoplasmatico
lo que da lugar a la formacion de la AFB1-8,9-epoxido (Riley y Pestka, 2005).

Las aflatoxinas son inmunosupresoras que inhiben la fagocitosis y la sintesis
proteica interrumpiendo la formacion del ADN, ARN y proteinas en el ribosoma
(Castillo et al., 2016).

TOXICIDAD

La Union Europea ha determinado que la aflatoxina (AFB1) es un agente
cancerigeno debido a que existe el riesgo de padecer cancer hepatico, incluso en
dosis bajas (Lerda, 2011).

Las aflatoxinas pueden producir toxicidad aguda debido a que se produce al
ingerir grandes cantidades, una vez en el higado, dan lugar a una infiltracion de
lipidos que originara necrosis hepética o nefritis, por otro lado los efectos crénicos
son los mas frecuente debido al consumo de alimentos contaminados con niveles



bajos de aflatoxinas, ya sea durante semanas 0 meses, las mismas que pueden
producir dafio celular, carcinogenicidad, teratogenicidad y mutagenicidad en
animales (Bogantes, 2008).

Actualmente, se estima que la ingesta humana de aflatoxinas oscila entre 0 y
30000 ng Kg-1 por dia con un valor medio de 10 a 200 ng Kg-1 por dia (Norman y
Kaplan, 2015)

ANALISIS DE AFLATOXINAS

Es importante realizar un analisis continuo de productos alimenticios para
proteger la salud del consumidor, debido a la posibilidad de consumir alimentos
contaminados con aflatoxinas, por lo cual los métodos de analisis han evolucionado
constantemente en busca de una mayor efectividad, se pueden determinar por
medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion o High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) con deteccién de fluorescencia (FL), este tipo de deteccion
ofrece mayor sensibilidad y selectividad (Afshar, Shokrzadeh, y Kalhori, 2013).

Dentro de los métodos de screening se encuentran las técnicas inmunoquimicas
como es el kit ELISA que se emplea para la monitorizacion rapida, es de féacil
realizacion, presenta una gran sensibilidad y se puede procesar un nimero elevado
de muestras (Vidal, Ezquerra, y Bertolin, 2013).



2. OBJETIVO

El objetivo principal de esta investigacion es realizar una busqueda de
bibliografia para determinar la importancia de la deteccion de aflatoxinas en frutos
secos en la seguridad alimentaria.

Para ellos, se llevara a cabo la adquisicion de informacién relacionada con la
determinacion de aflatoxinas en frutos secos y los métodos establecidos para su
identificacion.

3. METODOLOGIA

Para la consecucion del objetivo propuesto, el plan de trabajo consta de
blusquedas sisteméticas de bibliografia una vez identificado el campo de estudio y
la seleccion del material a revisar.

1.

3.

Revision bibliogréafica con la busqueda de los siguientes temas: micotoxinas,
aflatoxinas, legislacion de las aflatoxinas, toxicidad, mecanismos de accion,
estructura quimica, frutos secos, presencia en alimentos, técnicas para la
determinacion de aflatoxinas.

Revistas: se usaran revistas cientificas, las mismas que se encontraban en
la base de datos de la UPV (Science Direct, Scielo, Scopus, Pubmed) por lo
que se investigaran estudios basados en la identificacién de aflatoxinas en
alimentos contaminados

Tesis doctorales: la presente investigacion recopilara informacion importante
en tesis doctorales para determinar los métodos de analisis mas usados para
la deteccion de aflatoxinas en diferentes alimentos.

Libros: en los libros se investigara la estructura quimica y la toxicidad de las
aflatoxinas.



4. RESULTADOS

En los primeros afios que surgi6 el descubrimiento de las aflatoxinas se tuvo
interés en los métodos rapidos para identificar las aflatoxinas en cereales y frutos
secos. Fue asi como se publico el uso de la ldmpara ultravioleta para detectar la
fluorescencia.

A medida que pasa el tiempo surge la utilizacion de los anticuerpos
monoclonales para la deteccion rapida de aflatoxinas, en lotes sospechosos que
posteriormente fueron sometidos a un analisis cuantitativo. La cromatografia en
capa fina (TLC) es considerada una herramienta esencial para el analisis semi-
cuantitativo o cualitativo. La Association of Analytical Chemist consideré como
meétodos oficiales a la cromatografia de capa fina (TLC), Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC), Espectrometria de masas (MS) y Electroforesis Capilar. Y
a su vez, también se pueden utilizar métodos basados en ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Es importante conocer el sustrato en que se va a aplicar
debido a que se distinguen por el grado de sensibilidad en la deteccion de altas o
bajas concentraciones presentes en las muestras problema (Osorno, 2015).

Con el pasar de los afios estas técnicas se han logrado acoplar al avance de la
ciencia, tales como espectroscopia de infrarrojo (NIRS), imagenes hiperespectrales,
narices electroénicas, polimeros de impresion molecular y biosensores debido a su
estabilidad y facilidad de produccién y uso. (Gémez, Martinez, y Vargas, 2013). A
continuacion, las técnicas analiticas mas usadas para la deteccion de aflatoxinas:

Técnicas de analisis

En los ultimos 30 afos para el estudio de aflatoxinas en alimentos contaminados
se han usado los siguientes métodos: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) con un 70% de uso, cromatografia de capa fina con un 23% y electroforesis
capilar con un 2% (Cornell University, 2013).

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia se basa en la separacion, identificacion y cuantificacion de los
componentes de una mezcla, por lo que esta constituido de dos fases no miscibles,
una de ellas es la fase estacionaria, la misma que se encuentra inmovilizada en una
columna, la segunda fase se denomina fase movil, ésta se desplaza en el seno de
la primera. La velocidad de los analitos presentes en la fase mévil dependera de la
solubilidad y de la fuerza de interaccién de los componentes con la fase estacionaria
(Braithwaite, 2007).

La técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) es el método
mas utilizado para la cuantificacién de aflatoxinas, que a su vez es considerado
como procedimiento para la deteccion rapida. (Cheraghali, Yazdanpana, y Dorak,
2007).

En un estudio mas reciente, Herrero (2012), analiz6 y valido un método para la
identificacion de aflatoxinas (B1, B2, G1 y G2) en distintos frutos secos, con el que
analizo 18 muestras, la extraccion se realizo con una disolucion de metanol al 70%
y cloruro sédico y se analizé mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) con detector de fluorescencia, todas las muestras manifestaron valores



bajos de contaminacién, como en el caso de la almendra, la cual presenté las
concentraciones mas bajas de aflatoxinas (0,26 pg/Kg), los frutos secos que
presentaron mayores niveles de contaminacion fueron las muestras de avellana
(1,75 ug/Kg), cacahuete (0,47 ug/Kg) y pistacho (0,34 ug/Kg), pero aun asi eran
inferiores a los limites maximos establecidos por la legislacion, los parametros que
fueron validados son tanto para el analisis cromatografico, como de la extraccion y
purificacion de las muestras.

Un andlisis realizado por Garcia (2008), determind que la técnica de
cromatografia liquida es adecuada para el control de aflatoxinas, debido a que
proporciona limites de cuantificacion inferiores a los niveles maximos (LMs)
establecidos en la legislacion europea, su estudio se basd en el andlisis de
aflatoxina y ocratoxina A en alimentos por medio de cromatografia liquida (CL), por
lo cual tomé tres muestras de frutos secos que a su vez fueron fortificadas en cuatro
niveles de concentracion (0.5, 2.5, 5y 25 pg / kg de fruta seca) con AFB1, AFGL1,
AFB2y AFGZ2, las muestras fortificadas obtuvieron como resultados cromatogramas
limpios.

TECNICAS DE EXTRACCION Y PURIFICACION

Estas técnicas son de gran importancia debido a que la preparacién de la
muestra es el principal factor en un analisis, el mismo que es usado para extraer
aflatoxinas de la matriz biolégica por medio de disolventes organicos, las mas
importantes son;

e Extraccion en fase solida
Extraccion con columnas de intercambio iénico.

Extraccion con columnas de inmunoafinidad
Extraccion asistida por microondas.
Extraccion acelerada por disolventes (Cornell University, 2013).

Técnicas de exploracién

Las técnicas de exploracion o screening tienen como finalidad seleccionar de
una manera rapida las muestras que son negativas y a su vez minimizar el nimero
de andlisis.

Esta técnica se aplica cuando existe un elevado namero de muestras, no
obstante, se debe usar alguna técnica de confirmacién para validar los resultados
positivos, en general los métodos de screening son poco selectivos y relativamente
sensibles, las mas usadas para el analisis de micotoxinas son los biosensores e
inmunoensayos (Soriano, 2007).

- BIOSENSORES.
Los biosensores de resonancia de plasmones superficiales (SRP) son
considerados una tecnologia con gran potencial para la deteccion rapida de

aflatoxinas, su mecanismo se basa en la determinacion del cambio de indice de
refraccién cuando un analito se une a un anticuerpo (Trevifio, 2009).
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-  INMUNOENSAYOS

Los inmunoensayos como el ELISA, es una técnica utilizada para la
determinacién de aflatoxinas, se basa en un anticuerpo inmovilizado, si la muestra
contiene aflatoxina (antigeno) se unira al anticuerpo especifico, esta unién se
detecta por medio de un anticuerpo antianticuerpo enlazado a una enzima, este es
capaz de generar un producto detectable, como es el cambio de color, por la adicion
de un sustrato. La aparicion de colores se mide mediante espectrofotometria que
indica el antigeno en la muestra.

Un estudio realizado por Martinez (2018), determiné que el método de screening
ELISA competitivo es una técnica usada para la deteccion de aflatoxinas ya que
cumple con la normativa vigente en la Unidén Europea, su estudio se baso en evaluar
la presencia de las micotoxinas zearalenona y aflatoxina en arroz sin cascara en las
zonas productoras de Ecuador, su ensayo consistio en tomar 41 muestras, el
coeficiente de correlacion para aflatoxinas fue de 0.99 con un limite de deteccion de
0.80 pg/kg y una recuperacion de aproximada de 115 %.

De igual forma, un estudio realizado por Vasquez y Moran (2016), determina que
el método de ELISA es importante para la deteccion de la aflatoxina (pg/kg), en maiz
(Zea mays, L), el cual obtuvo valores superiores a 20 pyg/kg de la micotoxina, este
valor es el maximo permitido por la Agencia de Drogas y Alimentos (FDA) vy el
Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (INEN 187:95).

En una investigacion mas reciente, realizada por Martinez (2017), evalué cuatro
métodos de técnicas rapidas para la determinacion de aflatoxinas en cereales por
lo que utilizo el método Fluorométrico (Lampara Negra), Reveal, RidaQuick y
Veratox/ELISA. Obtuvo como resultado 39 muestras positivas (27,08%) por el
método Fluorométrico; 42 muestras positivas (29,16%) por método Reveal; 26
muestras positivas (18,05%) por RidaQuick y 18 muestras positivas (12,5%) por
método Veratox/ELISA; las mismas que fueron verificadas por HPLC, el cual tuvo
como resultado un total de 3 muestras positivas (2,08%). La investigadora concluyo
que el mejor andlisis para determinar aflatoxinas es la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC), debido a que cumple con criterios de especificidad, linealidad,
sensibilidad, exactitud y precisién, por lo que ha descartado el uso de la técnica de
ELISA ya que es un método de cribado y aunque es rapido y sensible puede dar
bastantes falsos positivos (Huang, Ren, y Han, 2010).

Protocolos recomendados para realizar un analisis en frutos secos

Las aflatoxinas no se encuentran distribuidas uniformemente en todo el alimento,
ya sea en productos a granel como en cereales almacenados por lo cual es
necesario realizar un muestreo adecuado (OMS, 2018).

En la Unién Europea se establecid los parametros especificos que debe cumplir
un método analitico, por medio del Reglamento C.E. No 401/2006, el método de
analisis depende del grado de contaminacion que va de un rango de 70-110 %.

Todas las técnicas utilizadas para el analisis de aflatoxinas deben ser validadas
por medio de AOAC International, CEN o ISO (Organizacion Internacional
Estandarizacion) para que sus resultados sean confiables, por lo que es muy
importante realizar de forma correcta la preparaciéon de la muestra (Garcia J., 2008).
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Segun el Reglamento C.E. No 401/2006 para obtener un muestreo adecuado es

importante tomar en cuenta los siguientes factores:

e Las muestras deben ser tomadas por un personal cualificado

e La manipulacion de estos compuestos debe ser ejecutada siempre con
guantes para evitar entrar en contacto con las toxinas existentes en el
alimento.

e Las soluciones de aflatoxinas deben estar protegidas de la luz directa, para
evitar que se degraden.

e Los utensilios deben estar completamente limpios y en buen estado, para
evitar que exista una contaminacion cruzada.

e Las muestras deben ser recogidos de forma aleatoria

e El lugar de almacenamiento debe encontrarse completamente equipado, el
periodo de almacenamiento debe ser corto.

e Las muestras se deben etiquetar correctamente para que no exista
confusion, su informacion debe ser clara y concisa, por lo que se debe
proporcionar el nombre de la persona que realizé el muestreo, lugar, nUmero
de lote, condiciones de muestreo, herramientas utilizadas, fecha, hora, y
observaciones.

e Durante la preparacion de las muestras se debe tomar las precauciones
necesarias para prevenir resultados erroneos.

e Este protocolo también es aplicable para productos alimenticios que son
comercializados de forma a granel, en contenedores o0 en envases
individuales etc.

Limites de deteccion

Segun el Reglamento 1881/2006 y sus posteriores modificaciones determiné el
contenido maximo de los contaminantes en los productos alimenticios. (Tabla 1)

A nivel mundial es importante conocer las concentraciones y los niveles
maximos permitidos de aflatoxinas en la materia, debido a que en el producto final
varia la concentracion de una micotoxina a otra, de igual forma esto sucede de un
pais a otro.

En el caso de Latinoamérica, el limite maximo permitido de aflatoxinas en
humanos es de 20 -30 ppb (ug/kg), todo depende del tipo de alimento que vaya a
ser analizado (Sanabria, Martinez, y Lopez, 2017).

En el Reglamento (CE) No 165/2010 existe una actualizacion de los limites
maximos establecidos de contaminantes en alimentos por lo que hubo un
incremento con respecto a los limites establecidos en el Reglamento (CE) No
1881/2006, esto se debe a una propuesta realizada por el Cédex Alimentarius y por
el Panel Cientifico de Contaminantes de la EFSA (CONTAM), quien determino que
este cambio es minimo y no tendria un gran impacto en el consumidor (EFSA, 2007).
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Tabla 1. Limites establecidos para aflatoxinas segun el Reglamentos (CE)
1881/2006 y continuas modificaciones, para productos de consumo directo.

Producto

alimentario

Almendra
Cacahuete
Pistacho

Avellana

Nueces del

Brasil

Fuente: (CE, 2006).

Limite
maximo B1
(ug/kg)

8

N

(62 o]

Limite maximo
B1,B2,G1Y G2

(ug/kg)

10
4

10
10

10

Ventajas e inconvenientes de los métodos para determinar aflatoxinas

La mayoria de estas técnicas han sido adaptadas con técnicas de concentracion
del contaminante por lo que es importante conocer los parametros establecidos por
las normas vigentes para aplicar los diferentes métodos para la deteccién de
aflatoxinas, para ello es esencial conocer las ventajas y desventajas que emplea
estos analisis (Anklama y Stroka, 2014). A continuacion, (Tabla2) se presentan los

métodos mas usados con sus respectivas ventajas y desventajas.

Tabla 2. Comparacién de métodos para la determinacién de micotoxinas.

Métodos

Cromatografia
Liquida de Alta
Eficacia (HPLC)

Cromatografia en
Capa Fina (TLC)

Ventajas

Método de cuantificaciéon

Confiable
Sensible
Selectivo

Puede ser automatizado

Método oficial para la

determinacion de aflatoxinas
Método de cuantificaciéon

Confiable
Exactitud y precision

Comparable con HPLC.

Método oficial de referencia °

para las aflatoxinas

Desventajas
Costos elevados
Personal calificado
Interpretador de
datos
Separacion de
muestras
Derivatizacion
Separacion de
muestras
Sustituido en gran
medida
por HPLC para
analisis de
aflatoxinas
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Ensayo por
Inmunoadsorcion
Ligado a Enzimas
(ELISA)

Electroforesis Capilar

(CEU)

Espectroscopia de
Infrarrojo Cercano
(NIRS)

Biosensores de
Resonancia de
plasmadores
superficiales

Biosensores de onda

evanescente
Nariz Electrénica
(EN)

Especifico, rapido y facil de
usar

Equipo de bajo costo
Limite de deteccion bajo
Andlisis simultaneo de
muestras multiples

Analisis semicuantitativos
(screening) o cuantitativos
posibles.

Poco limitado de disolventes
organico.

Especial para separar
micotoxinas relacionadas.
Muy sensible.

Realiza andlisis
multicomponentes cuando se
combina con
inmunoensayos.

Réapido.

No requiere extraccion, ni
limpieza.

Facil de usar.

Facil de usar

Deteccion directa
Deteccion en tiempo real.
Muy sensible.

Se requiere muestras sin
purificar.

Rapidez.

Selectividad

Deteccion directa.

Deteccion directa.

Rapidez.

Selectividad.

Medios rapidos para controlar
la calidad de los alimentos

Posible reactividad
cruzada

con micotoxinas
relacionadas.
Interferencia de
matriz

Posibles falsos
positivos/negativos.
Rango de
deteccion estrecho
Realizar un analisis
de cromatografia
(LC) confirmatorio.

Dificultad para
detectar bajas
concentraciones de
aflatoxinas

Modelo de
calibracion debe
ser validado
Conocimiento de
métodos
estadisticos
Mala sensibilidad
Equipo costoso

Sensibles a
temperatura.
Elevado costo.

Requiere marcaje

Necesidad de
mejorar la
selectividad y
reducir las
interferencias.
Estudios de
viabilidad limitados
y mala validacion
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Imagenes e Rapido e Separacion de las

Hiperespectrales e No destructivo muestras solidas
e F&cil de usar para preparacion
e Especial para aplicaciones e Extracto de

limpieza necesario
para mejorar la
sensibilidad

e Reactividad
cruzada con
micotoxinas
relacionadas.

de deteccion en linea

Fuente: (Sanabria, Martinez, y Lépez, 2017).
Concentraciones de aflatoxinas en frutos secos

Las concentraciones de aflatoxinas en frutos secos varian debido a que existe
una gran diferencia entre los paises desarrollados y los paises que se encuentran
en vias de desarrollo.

En los paises desarrollados la exposicion dietética es inferior a 1 ng/kg de peso
corporal por dia, mientras que para otros paises como es el caso del Africa
subsahariana las estimaciones superan los 100 ng/kg/dia.

Las estimaciones de exposicion dietética de AFM1 dificilmente ha superado 1
ng/kg por dia en los paises tanto desarrollados como en vias de desarrollo (OMS,
2018).

Un estudio realizado en la poblacion de Marruecos determind que la ingesta
diaria estimada es de 15.22 ng/kg de peso corporal por dia, por lo que este valor se
excede al 1 ng/kg que se encuentra establecido por el Comité Cientifico para la
Alimentacion en la Unién Europea, esta dosis excedida puede causar un riesgo
cancer de higado (Garcia J. , 2008).

En la siguiente tabla se muestra un resumen de los alimentos que contienen una
gran incidencia de aflatoxinas en Latinoamérica. (Tabla 3)

Tabla 3. Porcentaje de incidencia de aflatoxinas en alimentos.

Alimentos Incidencia Aflatoxinas = Concentracion Pais
(%) (ug kg-1)
Harina de 26% Bl 4,34-11,26 Ecuador
maiz
jengibre 10,5% Totales 23-173,3 Ecuador
nueces
sésamo
10,5% Totales 23-173,3 Chile

mani salado y
mani pelado.

Fuente: (Vallejo, 2013).
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Efecto de procesado en frutos secos

El procesado de alimentos comprende una serie de transformaciones entre
distintos compuestos que a su vez puede influir en las propiedades de funcion de
los alimentos, por lo que son sometidos a distintos métodos de transformacion para
garantizar la seguridad alimentaria, obteniendo un producto inocuo que no cambie
sus caracteristicas organolépticas y sea apto para el consumo humano (Rahaman
y Vasiljevic, 2016).

En consecuencia, el procesado tecnoldgico ayuda a impedir que se origine un
deterioro 0 a su vez mejorar las propiedades de los frutos secos, por ende, algunos
de los tratamientos pueden afectar el valor nutricional y mejorar la biodisponibilidad
de algunos nutrientes, asi como la calidad del alimento procesado. Un alimento al
ser sometido a un proceso tecnoldgico debe satisfacer las necesidades del
consumidor en lo que se refiere a seguridad alimentaria, palatabilidad, vida «til,
biodisponibilidad de los nutrientes y en algunas ocasiones, aportar un valor afiadido
mediante el enriquecimiento con otros ingredientes (Dapcich, 2004).

En el caso de los frutos secos al ser sometidos a un proceso tecnoldgico la
proteina se vuelve sensible ante cada proceso por lo que va dependiendo de su
estructura, de su tipo y de las condiciones del tratamiento tal como la matriz
alimentaria que tiene ese alimento (Sathe y Sharma, 2009).

La mayor parte del consumo de frutos secos es en forma de procesados, pueden
ser tostados o fritos. En el caso de que los frutos secos sean tostados no existe un
cambio significativo en la composicion nutricional, mientras que es lo contrario en
los frutos secos fritos debido a que aumenta la cantidad de grasa que es producida
por la absorcion del aceite al instante de la fritura, la misma que se suma a la grasa
natural que contienen los frutos secos (Ropero, 2018).

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, los frutos secos se deben consumir
de preferencia crudos, debido a que al instante de ser sometidos a un proceso
térmico se modifican las estructuras de los acidos grasos y se destruyen las escasas
vitaminas que contienen.

Recomendaciones para reducir el nivel de aflatoxinas

La mayor parte de frutos secos se pueden encontrar contaminados por
aflatoxinas, por lo que su consumo puede resultar perjudicial para la salud.

Para reducir el riesgo se requiere un enfoque que ayude a controlar las
aflatoxinas en todas las fases. Este enfoque incluye practicas de mejoramiento de
las plantas, potenciacion de su resistencia y métodos de control biolégicos, los
mismos que deben ser combinados con medidas aplicadas posterior a la cosecha,
como es en el secado y en el almacenamiento.

Los mohos no solo se encuentran presentes en la superficie, sino que también
pueden penetrar profundamente en el alimento, por ello se recomienda los
siguientes aspectos para minimizar su exposicion de aflatoxinas:

e Las BPM (Buenas Practicas de Manufactura) y BPAL (Buenas Practicas de
Almacenaje) son uno de los aspectos mas importante para la reduccion de
los niveles de aflatoxinas debido a que se encuentran enfocadas en la
higiene y manipulacion durante los procesos de empaquetamiento,
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almacenamiento, transporte e industrializacion, donde influyen pardmetros
como la humedad, la actividad del agua, temperatura, ventilacion,
desinfeccidon y desratizacion, evitando el dafio mecénico y manteniendo el
fruto seco, sano y limpio para una buena y apropiada conservacion con el fin
de evitar la proliferacion de los hongos (Borja y Calvo, 2017).

Es importante que los consumidores se cercioren al instante de la compra
que los frutos secos se encuentren lo mas frescos posible al instante de la
compra.

Es recomendable comprar frutos secos que se encuentren debidamente
etiquetados.

Es necesario conservar adecuadamente los alimentos y consumirlos lo antes
posible para evitar cualquier riesgo en la salud del consumidor.

Es preciso tomar en cuenta todos estos aspectos para minimizar el riesgo de
exposicion a las aflatoxinas, de igual forma es necesario que los frutos secos
(nuez y almendra) sean tratados antes y después de la cosecha para reducir
su nivel de contaminacion de aflatoxinas (OMS, 2018).

Para eliminar las aflatoxinas de los alimentos ya contaminados se pueden
emplear otras medidas, como la descontaminacion quimica o los
enterosorbentes. (OMS, 2018).

Los alimentos destinados al consumo humano deben ser analizados para
comprobar que se encuentran por debajo de los limites maximos de
contenido en aflatoxinas.

CONCLUSIONES

El método méas usado para la deteccién de aflatoxinas se basa en técnicas
cromatograficas como es Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)
combinados con un detector de fluorescencia debido a que cumple con
criterios de especificidad, linealidad, sensibilidad, exactitud y precision.

La deteccion de aflatoxinas en frutos secos es un tema de suma importancia
debido a que representa un peligro latente para el ser humano asociado a la
salud del consumidor y que puede ocasionar dafos letales.

El método mas eficiente para evitar la contaminacion por aflatoxinas es la
prevencion, es primordial la prevencion y el control, y por ello es necesario
aplicar correctamente las técnicas de BPM (Buenas Practicas de
Manufactura) y BPA (Buenas Practicas de Almacenamiento) de esta manera
se reducira los niveles de aflatoxinas.

Es importante que se realice correctamente el muestreo debido a que eso
nos permite obtener resultados fiables.

Los alimentos destinados al consumo humano deben ser analizados para

comprobar que se encuentran por debajo de los limites maximos
establecidos de contenido en aflatoxinas.
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