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Deteccidon de micotoxinas en frutos secos

Las micotoxinas son compuestos naturales producidos por diversos hongos como
resultado de su metabolismo, y tienen un efecto toxico en personas y animales. Al
igual que los microorganismos que producen antibioticos, las especies de moho que
producen micotoxinas se encuentran extendidas por todo el mundo. Las micotoxi-
nas mas venenosas son las aflatoxinas. Los alimentos que muestran un riesgo ma-
yor de produccion de aflatoxinas debido al moho son, ademas de los frutos secos
(cacahuetes, avellanas, pistachos, etc.) y las especias, los cereales (trigo, maiz...).

as micotoxinas se producen solo en determinadas con-

diciones de temperatura y humedad, y en presencia de

gran cantidad de nutrientes (como en el caso de los ali-
mentos), principalmente debido al almacenamiento incorrecto
o muy largo del producto. Muchas veces no solo se produce
una sustancia, sino una familia de compuestos quimicos pareci-
dos. Las micotoxinas muestran una elevada resistencia al calor,
por lo que normalmente no son destruidas durante el procesa-
miento de los alimentos.

Para poder extraer suficientes micotoxinas del material que se
desea analizar, la muestra debe triturarse y homogeneizarse
previamente. Como los valores limite para las micotoxinas osci-
lan entre los 0,025 y los 15 pg/kg y el ataque por hongos nor-
malmente es de tipo local o aislado, las muestras tomadas al
azar deben ser lo suficientemente grandes para poder detectar
este tipo de contaminacioén. El primer paso es realizar una tritu-
racion preliminar de una cantidad representativa de nueces, que
puede ser de 1 a 2 kg por tonelada, con el molino de corte SM

Esporas del hongo Alternaria.

100 reduciéndola a una granulometria de 1-3 mm. Este molino
es muy apropiado para la trituracion rapida y suave de materia-
les secos, y alcanza granulometrias finales de hasta 0,25 mm.
Seguidamente se realiza una division de la muestra en fraccio-
nes representativas con el divisor de muestras PT 100, aparato
muy exacto.
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Avellanas.

Avellanas trituradas.

Se toma una de las fracciones y se somete a molienda fina. Para
ello puede emplearse el molino ultracentrifugo ZM 200. Este po-
tente molino de rotor es muy facil y seguro de usar, y ofrece una
gran flexibilidad gracias a su amplia gama de accesorios. Entre es-
tos pueden mencionarse los tamices anulares de separacion, es-
pecialmente disefiados para la trituracion de muestras fragiles y
termosensibles, ideales para la preparacién de avellanas. Como
las micotoxinas son muy liposolubles, la molienda deberia reali-
zarse de forma cuidadosa para evitar la separacion de grasas de la
muestra. Para la extraccion subsiguiente de las micotoxinas, basta
que la muestra tenga una granulometria aproximada de 300 pm.

Para la extraccion, se mezclan 25 g de la muestra homogeneiza-
da con 200 ml de agua/acetonitrilo (16+84 v/v) agitandose du-
rante 60 minutos, y después se filtran. 100 ml del filtrado se ex-
traen con 100 ml de éter de petroleo. La fase de éter de
petroleo es eliminada. Se agita una alicuota con carbon activa-
do/AI203/celita (7:5:3 - w/w/w) por 10 minutos, luego se cen-
trifuga; el sobrenadante se evapora y al residuo se le agrega
agua. La solucién se introduce en una columna de inmunoafini-

dad, se lava con agua y se eluye
con metanol. El eluato es
luego separado por HPLC.

La cromatografia de liquidos de alta efica-
cia (HPLC) es un método analitico que se
caracteriza por una serie de ventajas co-
mo una alta selectividad y reproducibili-
dad, asi como limites de deteccién muy
bajos. Para la preparacién de muestras
existen en el mercado columnas de
inmunoafinidad (IA) y columnas
especiales para extraccion
en fase solida (SPE) en las
cuales las aflatoxinas son
aisladas por anticuerpos de
enlace selectivo y luego elui-

das de la matriz con disolventes organi-

cos. Los extractos obtenidos de la muestra son sepa-
rados en una columna para HPLC RP18, las micotoxinas son
sometidas a una derivatizacion postcolumna con soluciones de bro-
mo o yodo y detectadas por fluorescencia. En muchos casos, no se
autoriza la descarga de los barcos en el puerto hasta que no se haya
determinado de forma rapida y exacta el contenido de aflatoxinas en
la mercancia. El método aqui descrito suministra resultados represen-
tativos en tiempo corto, garantizando de esta manera éptima seguri-
dad, tanto para el proveedor como para el consumidor.

Molino de
corte SM 100.

www.retsch.es

Column:
Shodex Silica CI8M 4E
(4.6 mm ID*250 mm)

Eluate:
H, 5OH = 30/20

Flow rate;
0.8 milfrmin.

Detector:
Fluorescence detector
(Ex. 365 nm, Em. 450 nm)
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La figura muestra el cromatograma tipico de una muestra
contaminada con aflatoxinas. Este no solo permite clasificar el
tipo de micotoxina sino que también da una informacién
cuantitativa exacta del contenido.
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