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Resumen

Las aflatoxinas, toxinas producidas por hongos del género Aspergillus, en particular las
especies A. flavus y A. parasiticus, son los principales generadores de estas sustancias. Estas
toxinas tienen la capacidad de proliferar a lo largo de diversas etapas, incluyendo la precosecha,
cosecha y postcosecha, y su desarrollo esta asociado a practicas inapropiadas en la gestion de las
materias primas, asi como a condiciones desfavorables durante el almacenamiento y la
distribucion. Esta situacion plantea una preocupacion relevante para la salud del consumidor
debido a su vinculo con el desarrollo de cancer de higado. El presente trabajo busca determinar la
importancia del estudio de las aflatoxinas totales y su incidencia en frutos secos comerciales
existentes en el mercado nacional mediante la busqueda bibliografica académica y el andlisis con
el kit cuantitativo de deteccion rapida “ToxinFast” para contribuir con la seguridad alimentaria.
Los resultados del analisis muestran que, de un total de 66 muestras, 42 presentan niveles de
aflatoxinas entre 2 pg/kg a 3.87 pg/kg, mientras que en las otras 24 muestras no se detecta presencia

alguna de estas sustancias toxicas.

Palabras claves: Aflatoxinas, Céancer, Flujo Lateral, Hongos, Kit deteccion rapida.



Abstract

Aflatoxins, toxins produced by fungi of the genus Aspergillus, particularly the
species A. flavus and A. parasiticus, are the main generators of these substances. These toxins
have the ability to proliferate throughout various stages, including pre-harvest, harvest and post-
harvest, and their development is associated with inappropriate practices in the management of
raw materials, as well as unfavorable conditions during storage and distribution. This situation
raises a relevant concern for the health of the consumer due to its link with the development of
liver cancer. The present work seeks to determine the importance of the study of total aflatoxins
and their incidence in commercial nuts existing in the national market through the academic
bibliographic search and the analysis with the rapid detection quantitative kit "ToxinFast" to
contribute to food safety. The results of the analysis show that out of a total of 66 samples, 42
present aflatoxin levels between 2 pg/kg to 3.87 pg/kg, while in another 24 samples no presence

of these toxic substances is detected.

Keywords: Aflatoxins, Cancer, Lateral Flow, Fungi, Rapid detection kit.
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Capitulo 1

1.1 Introduccion

La seguridad alimentaria y la calidad de los productos comerciales son aspectos de méxima
prioridad que deben ser constantemente considerados en la elaboracion y distribucion de productos
alimenticios. Un drea de gran preocupacion en este &mbito alimenticio es la presencia de agentes
aflatoxigenos (Aflatoxinas), los cuales constituyen una de las principales amenazas dentro del
amplio espectro de peligros quimicos potenciales (Bhardwaj et al., 2023). De acuerdo con los
informes del Sistema de Alerta Répida para Alimentos y Piensos (RASFF), se ha observado un
aumento del 20.9% en el nimero de notificaciones entre el 2009 y 2012, ademas, desde el ano
2012 hasta el 20 de julio de 2023 se han notificado un total de 892 casos relacionados con la

deteccion de aflatoxinas en frutos secos, productos derivados y semillas (CE, 2023).

Hoy en dia, existen diversas técnicas que permiten monitorear y prevenir en cierta medida la
contaminacion de los alimentos, entre los cuales se incluyen proporcionar un correcto
procesamiento y manipulacion de los frutos secos, evitar almacenamientos prolongados debido a
que facilita el intercambio de gases y humedad con el medio externo (Mir et al., 2022). Los
métodos para la disminucion de los niveles de aflatoxinas comprenden el descascarado y el
escaldado, sin embargo, investigaciones constatan que el proceso de tostado disminuye
significativamente el contenido de aflatoxinas en los pistachos, pero en el caso de las nueces, la

presencia de aflatoxina persiste (CODEX STAN 193-1995, 2019, s. f.).

En la actualidad, se cuenta con una técnica inmunoldgica reconocida como
"inmunocromatografia", la cual se fundamenta en la utilizacion de complejos inmunes para llevar

a cabo la cuantificacion de un analito especifico, en este caso, las toxinas (Ortega et al., 2020).



Esta modalidad de andlisis se caracteriza por su habilidad para generar resultados precisos sin
requerir la incorporacion de reactivos ni la utilizacién de instrumentacion adicional en los
laboratorios (Le et al., 2019). La representacion convencional de esta técnica se encuentra en forma
de tiras reactivas, en las cuales se observa el desplazamiento de la muestra, que debe contener el
antigeno en cuestion y posteriormente éste se unira al conjugado y transitara a través de la

membrana de nitrocelulosa (Miihlhauser & Rivas, 2014).

Los frutos secos, clasificados como alimentos "saludables" y ampliamente consumidos en
forma de snacks/bocaditos, son una fuente importante de energia, acidos grasos esenciales, fibra,
proteinas, vitaminas y minerales (Plaz Torres et al., 2020). No obstante, debido a su susceptibilidad
a la contaminacion por aflatoxinas, metabolitos fingicos altamente toxicos, su inocuidad y calidad
pueden verse comprometidas (Zivoli, 2017). La presencia de metabolitos secundarios producidos
por hongos representa una seria amenaza para los frutos secos, generando la formacion de
micotoxinas que resultan dificiles de eliminar por completo durante los posteriores procesos de
transformacion (Ayeni et al., 2021). Estas micotoxinas tienen efectos toxicos tanto en seres
humanos como en el ganado, y pueden desencadenar desde envenenamientos agudos hasta

problemas criticos relacionados con inmunodeficiencia y cancer (Kepinska-Pacelik & Biel, 2021).

Entre las micotoxinas de mayor interés en términos de seguridad e inocuidad alimentaria se
encuentran las Aflatoxinas, Ocratoxinas, Tricotecenos, Fumonisinas, Zearalenonas y Patulina (Rao
et al., 2021). Conscientes de los riesgos que estas micotoxinas representan para la salud publica y
la integridad de la cadena alimentaria, es imperativo que los esfuerzos de control y prevencion se
intensifiquen a nivel nacional e internacional (Alshannaq & Yu, 2021). La colaboracion entre los

actores involucrados, asi como la implementacion de politicas y regulaciones efectivas, seran



fundamentales para asegurar la inocuidad de los productos alimenticios y salvaguardar la salud de

los consumidores (Foerster et al., 2020).

1.2 Descripcion del problema

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informa que las micotoxinas son un peligro
frente a la salud del ser humano y del ganado, los efectos negativos se categorizan como agudo y
cronico, intoxicacion alimentaria y cancer, respectivamente, causando la enfermedad denominada
“Aflatoxicosis” (Organizacion Mundial de la Salud, 2018). Con el objetivo primordial de
garantizar la seguridad alimentaria, resulta de suma importancia establecer una diligente vigilancia
sobre la presencia y concentracion de aflatoxina en los productos alimenticios (Salvador et al.,

2022).

Los alimentos asociados a la aflatoxicosis son: almendras, nueces, pistachos, entre otros. En
estudios a animales se ha analizado que puede llegar a producir carcinoma de higado, necrosis
aguda y cirrosis, se tiene la consideracion de que en humanos sea semejante y no es transmisible
(Nikita & Felicia, 2021). Entre los brotes mas relevantes se destacan los siguientes: el primero
ocurri6 en India donde 397 personas fueron identificadas intoxicadas por aflatoxinas, 108 personas
murieron; la causa fue el consumo de producto contaminado; el segundo fue en Kenia con 60% de
mortalidad, por una ingesta muy elevado de aflatoxinas, llegando a un nivel de 38 pg/kg (Sanchez,

2015).

La exposicion a micotoxinas puede ocurrir tanto de forma directa como indirecta, estas son
motivo de preocupacion en el ambito de la seguridad alimentaria, por esto es de vital importancia
la: vigilancia constante, adopcion de buenas practicas agricolas y de almacenamiento para reducir

la exposicion a las micotoxinas y salvaguardar la salud (Abbas et al., 2019). La via directa implica



que los seres humanos ingieren alimentos contaminados con hongos, los cuales pueden haberse
infectado antes, durante o después de la cosecha, mientras que la via indirecta se refiere a que los
animales han sido alimentados con productos contaminados con estas toxinas, y luego los seres

humanos consumen los derivados de esos animales, como la carne y la leche (Suman, 2021).

1.3  Justificacion del problema.

La creciente tendencia de consumo a gran escala de snacks de frutos secos en la poblacion ha
generado preocupacion debido a los riesgos asociados con la contaminacion por aflatoxinas, estas
son toxinas producidas por hongos del género Aspergillus, y se ha demostrado que tienen
propiedades cancerigenas (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2018). La presencia de aflatoxinas
en productos alimentarios es un indicador critico de calidad, dado que estas toxinas son conocidas

por su toxicidad y potencial carcinogénico (Cachiguango, 2019).

Los resultados de un estudio que evalua riesgos y consciencia del consumidor sobre
micotoxinas revelaron que la prevalencia de riesgo de cancer de higado mostraba una tendencia
de dos a seis veces mayor en nifios que en adultos, y esto se asociaba con la ingesta promedio
diaria de aflatoxinas en la dieta (Ezekiel et al., 2021). Como resultado, se vuelve crucial tomar
medidas para proteger a los nifios de la exposicion a estas micotoxinas y garantizar que los
alimentos que consumen cumplan con los limites seguros de aflatoxinas establecidos por las
normativas regulatorias (Tinoco, 2016). Lamentablemente, se ha estimado que en América Latina
alrededor de 500 millones de personas estdn expuestas anualmente a niveles de aflatoxinas que
sobrepasan los valores permitidos segun las normativas regulatorias (Renaud et al., 2022). Esta

situacion representa un importante problema de salud publica, ya que la exposicion a aflatoxinas



puede tener graves consecuencias para la salud, incluyendo el desarrollo de enfermedades como

el cancer (Bogantes- Ledezma et al., 2004).

La ONU con la finalidad de lograr un futuro mejor y sostenible desarrolla los 12 objetivos de
desarrollo sostenible, los cuales representan una accion frente a la pobreza, proteccion del planeta
y mejora de las vidas de las personas (Moran, 2023). Este proyecto se relaciona con el objetivo
numero 3 que trata sobre la salud y bienestar con el objetivo de garantizar una vida sana y promover
el bienestar de las personas debido a uno de sus objetivos especificos es reducir el numero de
enfermedades y muertes que hayan sido producidas por productos quimicos peligrosos y por

contaminacion (Naciones Unidas, 2023).

En lo que respecta a leyes y normas nacionales, en la Constitucion de la Republica del Ecuador
en el articulo 13 de la seccion 1, se establece que la poblacion ecuatoriana tiene derecho a un
acceso seguro y permanente a alimentos sanos, suficientes y adecuados, lo que motiva al Estado a
promover la soberania alimentaria (Constituciéon de la Republica del Ecuador, 2008.). La Ley
Organica del Régimen de la Soberania Alimentaria (LORSA) de la Republica del Ecuador
establece en su capitulo 4, articulos 24 y 25, la responsabilidad del Estado ecuatoriano en la
prevencion y control de enfermedades animales y vegetales, para lograr este propdsito, se
promoveran practicas y tecnologias de produccion, asi como un adecuado manejo, conservacion y
comercializacion de alimentos seguros e inocuos (LORSA, 2010). A su vez en la seccién 7 de la
Constitucion de la Republica del Ecuador se aborda el tema de la salud, donde el articulo 32
establece que la salud es un derecho garantizado por el Estado, esta concepcion de salud abarca
una interrelacion con otros derechos fundamentales, entre los cuales se encuentran el derecho a la
alimentacion, al acceso al agua, a la educacion y a la seguridad social, entre otros (Constitucion de

la Republica del Ecuador, 2008).



Previamente se ha detallado el efecto perjudicial que tienen las aflatoxinas en la salud humana,
se debe tener presente que la contaminacidon por aflatoxinas estd vinculada a las condiciones
climaticas, especialmente a altas temperaturas y un clima hiimedo, lo que favorecedor para el
desarrollo de los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus (Nikita & Felicia, 2021).
Estos hongos requieren un contenido de humedad en el ambiente que oscile entre el 94% y el 96%,
junto con una temperatura que se sittie en un rango de 10 a 40°C (Wirth et al., 2019). En el caso
especifico de Ecuador, el pais presenta condiciones climaticas propicias para el desarrollo de estos
microorganismos, pues la temperatura promedio en Ecuador se encuentra entre 24 y 25°C, con

fluctuaciones que pueden llegar hasta 40°C (Varela & Ron, 2022).

Para abordar estos desafios, es fundamental fortalecer las medidas de control y monitoreo de
la presencia de aflatoxinas en los frutos secos que se comercializan y consumen en el pais
(Martinez et al., 2013). Asimismo, es relevante fomentar la concientizacion entre la poblacion
sobre los riesgos asociados con el consumo de productos contaminados con aflatoxinas y la
importancia de seguir las pautas y regulaciones establecidas para garantizar la seguridad

alimentaria (Sanchez, 2015).

Ante la preocupacion por la contaminacion de frutos secos con aflatoxinas y los potenciales
efectos negativos en la salud de los consumidores, se hace necesaria la aplicacion de métodos
cuantitativos para evaluar la presencia de estas micotoxinas de forma rapida y precisa. En este
contexto, el kit de deteccion rapida "ToxinFast" se convierte en una herramienta valiosa para
realizar un andlisis cuantitativo de la concentracion de aflatoxinas totales en muestras de frutos
secos. La utilizacion de este tipo de kit permite a los investigadores y autoridades de salud evaluar
la seguridad de los productos frutos secos que se comercializan y consumen en el mercado. Al

proporcionar resultados cuantitativos, se puede determinar si los niveles de aflatoxinas presentes



en los alimentos estan dentro de los limites permitidos por las regulaciones y normativas

establecidas para garantizar la seguridad alimentaria.

1.4  Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la importancia del estudio de las aflatoxinas totales y su incidencia en frutos secos
comerciales existentes en el mercado nacional mediante la busqueda bibliografica académica y el
analisis con el kit cuantitativo de deteccion répida “ToxinFast” para contribuir con la seguridad

alimentaria.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Analizar el estado actual de conocimiento sobre la presencia de aflatoxinas en frutos secos
mediante el uso de herramientas bibliométricas.

2. ldentificar la presencia de aflatoxinas totales en frutos secos comerciales como
almendras, nueces de la India, nueces de Nogal, mani, pistacho y macadamia mediante el
método de deteccion rapida “lateral flow”.

3. Redisefiar el laboratorio del cliente empleando herramientas de disefio de plantas para
la distribucion apropiada de un area donde se identifique presencia de aflatoxinas

en productos alimenticios comerciales.

1.5 Marco teorico

Las micotoxinas son compuestos quimicos toxicos de origen fungico que se producen de
manera natural debido a la presencia de diversas especies de hongos filamentosos (Igbal, 2021).
Principalmente, los mohos que tienen la capacidad de producir estas toxinas pertenecen a los

géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium, por eso desde la perspectiva de la seguridad e



inocuidad alimentaria, las micotoxinas que han generado mayor interés de estudio se clasifican en
distintos grupos, tales como las Aflatoxinas (B1, B2, G1, G2, M1 y M2), Fumonisinas
(Zearalenona, Nivalenol, Deoxinivalenol, T2, F1 y F2), Ocratoxina A y Patulina (Rao et al., 2021).

La tabla 1 proporciona una clasificacion de estas micotoxinas y los géneros predominantes.

Tabla 1

Clasificacion de las principales micotoxinas y sus especies fungicas predominantes

Micotoxinas Especies fungicas predominantes
Aflatoxina Aspergillus aflatoxiformans
Aspergillus flavus

Aspergillus parasiticus
Ocratoxina A Aspergillus carbonarius
Aspergillus ochraceus
Aspergillus steynii
Aspergillus westerdijkiae
Fumonisina Aspergillus niger
Fusarium oxysporum
Fusarium proliferatum
Zearalenona Fusarium culmorum
Fusarium crookwellense
Fusarium graminearum
Deoxinivalenol Fusarium culmorum

Fusarium graminearum

Nota. Datos tomados de (Ke¢pinska-Pacelik & Biel, 2021).



Los hongos productores de micotoxinas tienen la capacidad de desarrollarse en diversos
grupos de alimentos, entre los cuales se destacan cereales, semillas oleaginosas y frutos secos
(Chulze et al., 2021). Los cereales susceptibles a la contaminacién incluyen maiz, arroz, trigo y
cebada (Kumar et al., 2022). En el grupo de semillas oleaginosas se encuentran el mani, la soya y
las semillas de girasol (Einolghozati et al., 2021). Los frutos secos mas propensos a la presencia

de micotoxinas son las almendras, nueces y pistachos (Suman, 2021).

Es importante reconocer la relevancia de esta problematica en términos de seguridad
alimentaria y salud publica debido a que la presencia de micotoxinas en alimentos representa un
riesgo significativo para la salud de los consumidores, ya que estas toxinas pueden tener efectos
toxicos y carcinogénicos (Kujbida et al., 2019). Por este motivo en la tabla 2 se proporciona una
detallada clasificacion de los principales grupos de micotoxinas, junto con informacion relevante
sobre la especie fingica predominante, los alimentos mas susceptibles a su desarrollo, una breve
explicacion de los efectos dafiinos ocasionados en la salud del consumidor y su clasificacion segun
la Asociacion Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) (Taniwaki et al., 2018a).

Tabla 2

Clasificacion de las principales micotoxinas, detalle de la especie fungica predominante,
alimentos mas susceptibles, efectos darinos ocasionados en la salud del consumidor y
clasificacion segun la IARC

Target
Efectos asociados  Clasificacion
Fuentes fungicas  alimenticio
Micotoxinas a la salud en segun la
predominantes (alimento
humanos IARC
objetivo)




Maiz, mani,

Aspergillus
Aflatoxinas semillas Cancerigeno,
flavus
(B1, B2, G1, oleaginosas, hepatotoxico e Grupo 1B
Aspergillus
G2) nueces de inmunosupresor
parasiticus
arbol
Fusarium Voémitos, nauseas,
Deoxinivalen
culmorum Trigo, maiz,  diarrea, toxicosis
ol/ Grupo 3
Fusarium cebada. y trastornos
vomitoxina
graminearum reproductivos.
Fusarium
moniliforme
Nefrotoxico,
Fusarium Maiz, arroz,
Fumonisina cancerigeno e Grupo 2 B
proliferatum SOrgo
inmunosupresor
Fusarium
verticillioides
Aspergillus
carbonarius
Trigo, maiz, Genotoxico,
Aspergillus
Ocratoxina A cebada, café, cancerigeno e Grupo 2 B
niger
avena. inmunosupresor
Penicillium
verrucosum
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Fusarium

Cancerigeno,
culmorum Maiz, sorgo,
Zearalenon Trastorno Grupo 3
Fusarium trigo.
reproductivo.
graminearum
Cereales,
Byssochlamys manzana, Trastornos
Patulina Penicillium aceitunas, neurolégicos y Grupo 3
expansum uvas, gastrointestinales.
melocoton.

Nota. Datos tomados de Channaiah, (2019).

Las aflatoxinas constituyen un grupo de toxinas compuestas por 20 estructuras policiclicas,
pertenecientes al grupo de los compuestos furanocumarina (Tahir et al., 2018). En el contexto de
los frutos secos, las aflatoxinas de mayor interés son aquellas pertenecientes al grupo B1, B2, G1
y G2, su designacion alfabética se basa en la fluorescencia que emiten bajo luz ultravioleta, donde
la letra "B" corresponde a "Blue" (azul) y la "G" a "Green" (verde) (Taniwaki et al., 2018a). Por
otra parte, la nomenclatura numérica obedece a la presencia o ausencia de un doble enlace en su
isomero estructural, siendo el numero "1" para aquellas con doble enlace y el nimero "2" para
aquellas sin ¢l (Dodd et al., 2017). Dentro del grupo de aflatoxinas, su orden de toxicidad es el
siguiente: B1 > G1 > B2 > G2, estas toxinas pueden presentar efectos altamente perjudiciales para
la salud humana y animal, por lo que resulta fundamental establecer medidas de control y
prevencion para reducir su presencia en los alimentos (Tahir et al., 2018). En la figura 1 se

observan las estructuras quimicas correspondientes a la clasificacion de aflatoxinas, lo cual
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proporciona una visualizacion clara y concisa de estas toxinas y sus caracteristicas quimicas (Mir

et al., 2022).

Figura 1
Estructuras quimicas de aflatoxinas del grupo Bl, B2, Gl y G2

(8] (8] O O

OCH, OCH,

B,: C;7H 20 Mol. wt: 312.3 B,: C;7H 404 Mol. wt: 314.3

O (8]
(8]
OCH, OCH,
Gy: C17H, 204 Mol. wit: 328.3 Ga: Cy7H, 405 Mol. wt: 330.3

OCH;

M,: Cy7H ;204 Mol. wt: 328.3

Nota. Datos tomados de (Mir et al., 2022).

Los mohos del género Aspergillus, especialmente las especies 4. flavus y A. parasiticus, son
los principales productores de aflatoxinas (Taniwaki et al., 2018a). Estos microorganismos tienen
la capacidad de desarrollarse en diferentes etapas, desde el cultivo de la materia prima hasta la
precosecha, cosecha y postcosecha, este desarrollo indeseado estd vinculado a practicas

inadecuadas en el manejo de las materias primas, asi como a condiciones desfavorables de
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almacenamiento y distribucion (Carballo et al., 2019). Dada su relevancia, es esencial implementar
medidas efectivas de control en todas las etapas de la cadena alimentaria para reducir la presencia
de aflatoxinas en los alimentos garantizando la inocuidad y seguridad alimentaria (Pickova et al.,
2021). Los frutos secos, como nueces, pistachos y almendras, son particularmente susceptibles a
la produccion de estas toxinas, estos alimentos son consumidos en gran proporcion debido a su
alta calidad nutricional y atractivo sabor (Emadi et al., 2022). Sin embargo, la presencia de
aflatoxinas en los frutos secos plantea un riesgo significativo para la salud publica, por este motivo
las entidades reguladoras de diversos paises a nivel mundial mediante rigurosas investigaciones
cientificas y evaluaciones de riesgo han establecido Limites Méaximos Tolerables (MTL) para la

presencia de aflatoxinas en productos alimenticios (Alshannaq & Yu, 2021).

Los Limites Maximos Tolerables se definen como valores limite que indican la cantidad
maxima de aflatoxinas permitida en los alimentos y su nivel de toxicidad especifico para las
aflatoxinas en cada caso, estos limites son establecidos de manera que el nivel de contaminacion
no represente un riesgo significativo para la salud publica salvaguardando asi la seguridad
alimentaria (Taniwaki et al., 2019). Se detalla a continuacién los MTL en la tabla 3 (Naeem et al.,
2022) mientras que en la tabla 4 se detallan los MLT de los frutos secos con base a lo declarado

en el Codex Alimentarius (CODEX STAN 193-1995, 2019).
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Tabla 3

Clasificacion de los parametros principales de aflatoxinas Bl y aflatoxinas totales junto a la
declaracion del pais regulador

Parametros MLT de Parametros MLT de
Pais Regulador
Aflatoxinas B1 Aflatoxinas Totales
2 ng/Kg 4 ng/Kg Unidn Europea.
Australia, Nueva Zelanda,
5 ng/Kg 10 pg/Kg Canada, Turquia y Estados
Unidos.
5 ng/Kg 15 pg/Kg Iran.

Nota. Datos tomados de (Naeem et al., 2022).
Tabla 4

Clasificacion de los parametros principales de aflatoxinas totales, declaracion del limite
mdximo tolerable y la parte/seccion del producto con base en el cual aplica el MLT declarado

Parametros MLT de Parte/seccion del producto
Producto
Aflatoxinas Totales sobre el cual aplica el MLT
Almendras
Avellanas Aplica para todo el producto
Nueces de Brazil 10 ug/Kg de consumo humano después
Pistachos de eliminar la cascara.
Almendras
Aplica para todo el producto
Avellanas 15 ng/Kg

con procesos de elaboracion
Nueces de Brazil

14



Pistachos ulterior después de eliminar la

cascara.

Nota. Datos tomados de Codex Alimentarius (CODEX STAN 193-1995, 2019).

La AOAC International (Association of Official Analytical Chemists) es una organizacion
reconocida mundialmente que establece métodos estandarizados para el analisis de alimentos y
otros productos. El método AOAC 999.07 es un procedimiento analitico utilizado para la deteccion
de aflatoxina B1 y aflatoxinas totales en alimentos especificos (AOAC INTERNATIONAL, 2000).
Entre otros métodos esta el método de HPLC es conocido por su versatilidad, ya que permite la
separacion de mezclas complejas y la identificacion de sustancias individuales presentes en una
muestra basandose en el uso de dos fases, una estacionaria y una moévil (Saffari et al., 2021). La
muestra por analizar se inyecta en la fase mévil, y a medida que la muestra fluye a través de la
columna, ocurre una migracion diferencial de las sustancias presentes en funcion de sus
interacciones con ambas fases ((Miranda & Martin, 2013).

Por otro lado, el método ELISA, o ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas, se emplea
para obtener valores numéricos que corresponden a la cantidad de un antigeno especifico presente
en una muestra (Vita et al., 2022). Este método se basa en la interaccion de anticuerpos especificos
con las micotoxinas presentes en la muestra, y esta interaccion es detectada mediante una enzima

que produce una sefial medible (Devices, 2023). Este método presenta 4 tipos:

- ELISA directo: el antigeno se encuentra unido al pocillo y luego se afiade el anticuerpo
especifico conjugado por una enzima (Devices, 2023).

- ELISA indirecto: un antigeno es unido al fondo del pocillo para luego afiadir un anticuerpo
especifico, y este anticuerpo se une a uno segundo que estd conjugado con una enzima (Li

etal., 2016)
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- ELISA competitivo: en el fondo del pocillo se encuentra un antigeno de referencia, luego se
afiade la muestra con el anticuerpo, de manera que si el antigeno estd presente en la muestra
empieza una competencia con el antigeno de referencia (Ortega et al., 2020).

- ELISA tipo sanduche: este usa dos anticuerpos especificos para el antigeno que se busca
identificar, un anticuerpo se encuentra fijado en el pocillo, aqui entra el antigeno en caso de
encontrarse y luego ingresa un segundo anticuerpo ligado a una enzima que aporta coloracion

a la solucion (Devices, 2023).

Ademas de los métodos previamente mencionados, existe una técnica inmunoldgica conocida
como "inmunocromatografia", que se basa en el uso de complejos inmunes para la cuantificacion
de un analito especifico, en este caso, las toxinas (Ortega et al., 2020). Esta técnica presenta tres
ventajas clave: rapidez, confiabilidad y simplicidad en la obtencion de resultados cuantitativos y
cualitativos en los laboratorios de analisis, la inmunocromatografia se destaca por su capacidad
para proporcionar resultados precisos sin la necesidad de utilizar reactivos ni instrumentos de
laboratorio adicionales (Le et al., 2019).La presentacion tipica de esta técnica se encuentra en tiras
reactivas, en las cuales se observa la migracion de la muestra, la misma que debe contener el
antigeno en cuestion, el cual se unird posteriormente al conjugado y viajard a través de la

membrana de nitrocelulosa (Miihlhauser & Rivas, 2014).

El kit ToxinFast utiliza la técnica inmunocromatografica de flujo lateral, lo que permite obtener
lecturas cualitativas al detectar visualmente la presencia o ausencia de aflatoxinas ofreciendo a su
vez la posibilidad de realizar lecturas cuantitativas mediante un equipo lector/cuantificador, lo que
simplifica el analisis y agiliza los resultados, que pueden obtenerse en solo un minuto. Este ensayo

ha sido validado con diversas matrices alimenticias, como trigo, maiz, harina de mani y alimento
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para ganado, entre otras, obteniendo un rango de deteccion para concentraciones de aflatoxinas

que van desde 0 a 30 ug/kg y de 20 a 50 ug/kg (Meizheng, 2022).

Se ha abordado exhaustivamente el tema de las toxinas, los riesgos inherentes a las aflatoxinas,
asi como la seguridad y la inocuidad alimentaria. No obstante, resulta de cardcter importante
destacar que la realizacion de estos analisis debe llevarse a cabo en un laboratorio debidamente
estructurado, con una disposicion adecuada de sus distintas areas para asegurar una fluidez 6ptima
en los desplazamientos del personal, los materiales y los productos (Luber, 2011). En virtud de
esta consideracion, uno de los objetivos planteados es la reestructuracion del laboratorio con el
propésito de garantizar la implementacion de procesos que se ajusten a los principios

fundamentales de higiene alimentaria.

17



CAPITULO 2

Metodologia

2.1 Fuente de datos y criterios de blisqueda.

La busqueda bibliografica se realizd en la base cientifica de SCOPUS. Las palabras claves
fueron “aflatoxin®*” y “nuts*”’; operador l6gico “and”, se obtuvieron 812 resultados. El operador
"*" permite encontrar palabras que inicie con las letras precedentes al mismo, incluyendo plurales.
Posteriormente, se delimito el tiempo desde 2012 a 2022 obteniendo 441 documentos, el siguiente
filtro fue el tipo de documentos seleccionando articulos y revisiones, se obtuvieron 397 resultados
y por ultimo restriccion para el idioma filtrando solo los que estan escritos en inglés, para lo cual
se obtuvieron 389 resultados. Para el analisis bibliométrico se utilizd el paquete estadistico
Bibliometrix y la extension biblioshiny, el cual permite la recopilaciéon y mapeo de datos. En la

figura 2 se presenta la ruta tecnologica de la busqueda de informacion.

Figura 2

Diagrama de ruta tecnologica y marco de investigacion

Nota. Datos adaptados de (Chen et al., 2023).

Criterio de busqueda S —.

Palabras claves

Aflatoxin™ and
nuts*

Periodo de tiempo

2012-2022

Tipo de
documentos

Articulos y
revisiones

Idioma

Inglés

Base de datos

18

SCOPUS




2.2 Recoleccion de las muestras.

Se analizaron 66 productos comerciales, siendo mezclas de frutos secos de: almendras, nueces,
nueces de Nogal, nueces de la India, macadamia, mani y pistachos. Estos productos terminados
venian en presentaciones saladas, dulces, cubiertas de chocolate y con mezcla de frutas
deshidratadas. El contenido neto ronda los 30 g hasta los 400 g. Se analizaron muestras de producto
terminado nacionales y extranjeras provenientes de los siguientes paises: Colombia, Peru,
Alemania y Estados Unidos. En lo que respecta al empaque de los productos terminados estos
fueron fundas zipper con fuelle, ldminas y envases tipo reposteros elaborados de: polietileno de
alta densidad (PEAD o HDPE por sus siglas en inglés), polietileno de baja densidad (PEBD o
LDPE por sus siglas en inglés) y polipropileno biorientado (BOPP por sus siglas en inglés). Estas
muestras fueron adquiridas en las principales cadenas de supermercados de Guayaquil y Machala:

Mi comisariato, Supermaxi, Tia, y Tuti.

2.2.1 Método de analisis de l1a experimentacion.

Para realizar el andlisis a los bocaditos o snacks de frutos secos se trabajo con un kit
inmunocromatografico denominado ToxinFast, que puede detectar 6 tipos de micotoxinas en una

amplia gama de cereales, granos y frutos secos.

2.2.2 Materiales e insumos técnicos.

Dentro del analisis a realizar se necesitd de un equipo de deteccion de micotoxinas que analice
aflatoxinas en producto terminado. Para lo cual se trabajé con el equipo de la marca Meizheng.

Ademas, se utilizaron insumos para la preparacion y manejo de las muestras.
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2.2.3 Recursos para el analisis (kit, insumos)

El equipo de deteccion de aflatoxinas incluye un equipo de incubacion el cual esta a 30°C, y
un equipo lector que proporciona el resultado cuantitativo correspondiente al andlisis. El kit

incluye las tirillas, micropocillos y solucion buffer para el analisis.

Dentro de los demas insumos utilizados para el analisis estan:

e Fundas estériles

e Agua destilada

e Etanol 90%

e Puntas de laboratorio 100 y 1000 pL
e Pipeta de 50 a 200 pL

e Pipetade 100 a 1000 pL

e Tubos de ensayo pequefios
e Stomacher

e QGradilla

e Probeta

e Vaso de precipitacion

e Balanza

2.2.4 Procedimiento de analisis de muestras.

En la figura 3 se visualiza el procedimiento para el analisis cuantitativo de aflatoxinas totales
en snacks de frutos secos empleando el kit de deteccion rapida denominado ToxinFast, para el

proceso de deteccion se utilizaron puntas, buretas, fundas estériles, tiras reactivas, micropocillos,
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solucion buffer, agua destilada, etanol y las muestras de productos comerciales (snacks de frutos

secos).

El proceso consta de 11 etapas: recepcion de insumos de laboratorio, utensilios del kit,
reactivos y la muestra comercial del producto terminado, trituracion de los frutos secos
comerciales, se procedio a pesar la muestra (5g), a esto se le adicion6 una solucion de extraccion
que implicéd afiadir 10 ml de etanol méas 10 ml de agua destilada, se realiz6 la primera
homogenizacion (extracto mas muestra de 5g), se continud extrayendo 100 pL de la solucion
homogenizada y se adicion6 500 pL de solucion buffer, se procedid a realizar la segunda
homogenizacion, se utilizaron los micropocillos para incubar por primera vez 200 pL de solucién
resultante por 3 minutos, se adicionaron las tiras especificas para aflatoxinas en los micropocillos
donde estas tiras absorben la solucion, se realizo la segunda incubacién por 5 minutos, finalmente
se retird la almohadilla absorbente y se procedid con la lectura de resultados para lo cual fue
necesario que se adicionen las tiras reactivas dentro del casete y este dentro del equipo lector

presionando la palabra “prueba” para la obtencion de resultados después de 1 minuto de lectura.
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Figura 3

Diagrama de procedimiento para el analisis cuantitativo de aflatoxinas totales en snacks de
frutos secos empleando kits de deteccion rapida

( PROCESO DE ANALISIS CUANTITATIVO DE AFLATOXINAS TOTALES EN SNACKS DE FRUTOS SECOS EMPLEANDO KIT DE DETECCION RAPIDA )

de i6n de de Recepcién Recepcién Recepcion Recepcién Recepcion Mix de frutos secos [mueces (Nogal,

insumos de insumos de insumos de de utensilios| |de utensilios| |de utensilios| |reactivosde reactivos de India), almendras, mani, pistachos,
laboratorio laboratorio laboratorio del kit del kit del kit laboratorio laboratorio macadamia]

i !

Fundas Tiras reactivas . . Solucién Agua Recepcion de muestra comercial |
Puntas Probetas estériles de deteccion Micropodilo Buffer destilada Etanol l

I

. A

Triturar PT |

l

Pesar muestra | 5g

l Etanol (10ml) +

& Adicion Solucién extraccién ‘ Agua destilada
l (10ml)

‘ Homogenizar el extracto + muestra |

l 500ul Sol. Buffer

{ . 100ul
| Adicién Sol. Buffer + (extracto + muestra) | +100u
1 (extracto+muestra)[Sol

l resultante]

Hor izar Solucion | |

]

| Incubar solucién resultante

Incubar 200 ul por 3

l min
Adicionar tirilla reactiva en el equipo
lector/cuantificador
l Incubar (proceso en el equipo) | Incubar por 5 min

| Lectura de resultados ‘

Nota. Datos de autoria propios.

2.3 Rediseiio de laboratorio

El proceso de redisefio tuvo su inicio mediante la meticulosa identificacion de las areas requeridas,
seguido por un minucioso analisis del espacio disponible, teniendo en consideracion de manera
primordial los principios de disefio higiénico en las instalaciones. Para tal propdsito, se procedio a
delinear distintas areas funcionales que incluyen: recepcion, almacenamiento, preparacion de
medios, lavado, deteccion de micotoxinas (aflatoxinas), siembra, incubacidon y servicios

higiénicos. La propuesta de redistribucion de estas areas vitales dentro del laboratorio se llevo a
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cabo de manera habil y precisa a través de la aplicacion denominada Lucid, lo que garantiz6 una

istribucion eficiente y Optima para el adecuado desempefio de las actividades en el entorno laboral.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y ANALISIS
3.1 Resultados del bibliometrix.

Figura 4

Diagrama con la cantidad de resultados por filtro.

E— Palabras claves —» Aflat::i:: and | —> 812
E— Periodo de tiempo — 2012-2022 — > 441

Criterio de busqueda S dolc'iupr::netos L, »:\:‘iic;cl:.lse : Resultados g 197
> Idioma —» Inglés — —> 389
—_— Base de datos |—p SCOPUS —

Nota. Datos de autoria propios.

En la figura 4, se presenta una seccion adicional en comparacion con el Diagrama de la
figura 2. Esta seccion proporciona informacion sobre la cantidad de documentos resultantes
después de la aplicacion de diferentes filtros. Especificamente, al emplear el filtro de palabras
clave "aflatoxin* and nuts*", se generaron 812 resultados. La incorporacion del siguiente filtro,
relacionado con el periodo de tiempo, redujo el numero de resultados a 441. Finalmente, al aplicar

los dos ultimos filtros restantes, se obtuvo un total de 389 documentos.
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3.1.1 Produccion cientifica anual.

Figura 5
Produccion cientifica anual
Annual Scientific Production

Articles

30

2012
2014
2016
2018
2020
2022

Year

Nota. Datos de autoria propios.

La produccién cientifica anual es el resultado del conocimiento generado y tiene como
objetivo divulgar investigaciones y analisis cientificos sobre temas de estudios especificos (Leon-
Vasquez etal.,, 2021). La figura 5 muestra la produccion cientifica anual relacionada con
aflatoxinas y frutos secos a lo largo de los afios. Se observa que desde 2012 hasta 2013, la cantidad
de documentos generados fue disminuyendo, desde 2013 hasta el 2014 los documentos van
aumentado seguido de un ligero decrecimiento hasta 2016. A partir de entonces, se evidencia un
crecimiento exponencial hasta 2018, pero en 2019 se observa una disminucion en las fuentes
cientificas. Hasta la fecha actual, la documentacion cientifica ha tenido un gran impacto, con un

crecimiento exponencial significativo.
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Estas tendencias en la produccion cientifica proporcionan informacion valiosa sobre el
interés y la relevancia de la investigacion en el area de aflatoxinas y frutos secos, dentro de los
cuales se destacan los siguientes ejemplos: la utilizacion de bacterias de 4cido lactico para inhibir
el crecimiento y produccidon de micotoxinas de los géneros Aspergillus flavus y carbonarius,
transformandolas en derivados no toxicos (Ben Taheur et al., 2019). La ozonizacion, como técnica
vanguardista, posibilita la disminucion de las aflatoxinas al degradar dicha toxina presente en los
frutos secos, manteniendo intacta tanto la integridad nutricional como la calidad fisica del

alimento, su dosificacion Optima recomendada se establece en 5 ppm (Atakan & Caner, 2021).

Finalmente, se destaca la capacidad de desinfeccion del hipoclorito de sodio a 250 mg/L
durante un lapso de 8.5 minutos y acido peracético a 140 mg/L durante 15 minutos destaca en su
eficacia contra Aspergillus observando una disminucion inferior a 2 log UFC/g en las muestras de

frutos secos analizados (Ribeiro et al., 2020).

3.1.2 Herramientas relevantes.

Dentro de la investigacion, se emplearon herramientas fundamentales como el andlisis de
palabras repetidas y el acceso a revistas cientificas. Entre las palabras comunes con mayor
relevancia que se pueden observar en la figura 6 se destacaron "toxinas" y "control de alimentos".
Asimismo, se identificaron revistas cientificas relevantes en la base de datos Scopus, tales como
"Acta Horticulturae", "International Journal of Food Microbiology" y "Journal of Food Processing
and Conservation". Estas publicaciones desempefian un papel crucial en la recopilacion de datos
cientificos para el avance del conocimiento en el campo. Aplicando las herramientas anteriormente
declaradas y las revistas cientificas, se hallaron diferentes estudios relevantes. En un estudio sobre

la contaminacidn cruzada entre granos se evaluaron granos con distintos niveles de contaminacion:
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alta, moderada y ausente mediante la medicion de los niveles de aflatoxinas; los resultados
revelaron que incluso en el grupo sin evidencia inicial de contaminacion, se encontraron indicios
de aflatoxinas, sugiriendo una posible contaminacidn cruzada durante las etapas de mezclado y
manipulacion (Toyofuku et al., 2020). También se identificé un estudio el cual se enfocod en
investigar el impacto del vapor ultra sobrecalentado en la mitigacion de aflatoxinas en productos
de mani, fue ejecutado a dos temperaturas 300 y 400°C, se observo que la aplicacion de la
temperatura mas elevada result6 en un efecto mas pronunciado, logrando una reduccion que superd
el 83% del contenido total de aflatoxinas (Pukkasorn et al., 2018). Este resultado resalta la eficacia
potencial del vapor ultra sobrecalentado como una estrategia viable para la reduccion significativa
de la contaminacion por aflatoxinas, sin embargo, las altas temperaturas pueden causar efectos

negativos en las cualidades organolépticas y nutricionales de los productos (Martinez et al., 2013).

Figura 6

Herramientas relevantes
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Nota. Datos de autoria propios.
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3.1.3 Relacion de palabras claves dentro de la investigacion segin el periodo de afios

observado.

Figura 7

Palabras clave de la investigacion por periodo de aiio
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Nota. Datos de autoria propios.

La figura 7 muestra las palabras resaltadas en tres periodos distintos, representando
aquellas que destacaron mas en las revisiones cientificas de la base de datos para cada periodo
respectivo. El primer periodo abarca desde 2012 hasta 2017, con palabras clave como "ocratoxina
A", "aspergillus", "aflatoxinas", "ocurrencia", "aspergillus seccion flavi", "aflatoxina BI1" y
"micotoxinas". En el segundo periodo, comprendido entre 2018 y 2021, se mantuvieron las
palabras "aflatoxinas", "micotoxinas" y "aflatoxina B1", mientras que otras fueron eliminadas y se
incorporaron nuevas, tales como "pistacho", "Aspergillus flavus", "alimentos" y "cereales". Por
ultimo, para el afio 2022, se trabajaron palabras clave como "aflatoxina/s", "micotoxinas" y
"pistachos". Estos hallazgos brindan un panorama evolutivo de las tendencias investigativas en el
campo de estudio, destacando las tematicas mas relevantes en cada periodo. Basandonos en la

identificacion de los términos mads recurrentes, como "micotoxinas", se logro acceder a fuentes

bibliograficas pertinentes que abordan la tematica de los hongos pertenecientes al género
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Aspergillus y las condiciones propicias para su desarrollo (Taniwaki et al., 2018) En el contexto
de 2022, un estudio de alta relevancia abord¢ la interseccion de las aflatoxinas y los pistachos para
contrarrestar la presencia de aflatoxina B1 y mitigar el crecimiento de Aspergillus flavus en los
pistachos, se implementaron tratamientos empleando Bacillus subtilis con propiedades aislantes,
lo cual contribuy6 eficazmente a la degradacion de aflatoxinas y a la reduccion del desarrollo del

hongo en los pistachos (Farzaneh et al., 2016).

3.1.4 Relacion de enfermedades ocasionadas por aflatoxinas en el mundo.

Figura 8
Relacion de enfermedades ocasionadas por la presencia de aflatoxinas
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Nota. Datos de autoria propios.

La figura 8 presenta una revision de las enfermedades relacionadas con la exposicion a
aflatoxinas en diversos paises alrededor del mundo. El consumo de productos contaminados con
aflatoxina B1 representa un factor significativo en el desarrollo de carcinoma hepatocelular en

seres humanos (Macri et al., 2021a). En el estudio sobre riesgos y beneficios del consumo de frutos
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secos en Italia, se encontr6 que la aproximacion de 1 ng de aflatoxina B1 por kg de peso corporal

por dia de ingesta representa un futuro caso de cancer de higado (Eneroth et al., 2017).

El siguiente estudio realizado en Italia se enfoca en pacientes con enfermedad del higado
graso no alcohdlico (NAFLD), la dieta recomendada para estos pacientes es la mediterranea, la
cual incluye frutos secos; si los frutos secos estan contaminados con aflatoxinas, los pacientes con
NAFLD tienen un mayor riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular, hasta siete veces mas en
comparacion con la poblacion general (Plaz Torres et al., 2020). En Taiwan, estudios han
demostrado que el consumo de mani y productos derivados con niveles de aflatoxinas superiores
a 15 pg/kg puede representar un riesgo para la salud debido a la exposicion a sustancias altamente
genotoxicas y cancerigenas, se ha evidenciado la potencial toxicidad de estos productos
contaminados y se sigue investigando la relacion directa entre la presencia de aflatoxinas y la

incidencia de cancer de higado en el pais (Ingenbleek et al., 2019).

En China, se llevo a cabo un estudio para evaluar la calidad microbiolédgica y el riesgo de
aflatoxinas en nueces y cacahuetes, los resultados revelaron concentraciones de aflatoxinas en el
rango de 0.1 - 6.8 ng/kg y 29.0 - 33.78 ng/kg, lo que alert6 a las autoridades sobre la necesidad de
mitigar estos valores con el fin de prevenir el cancer primario de higado (Adetunji et al., 2018).
Finalmente, en Costa Rica, se han implementado programas nacionales de vigilancia de
micotoxinas como medida preventiva, ya que la exposicion a aflatoxinas que supere los limites
maximos tolerables conlleva un mayor riesgo de cancer de higado, retraso en el crecimiento, dafio

hepatico, embriotoxicidad e inmunosupresion (Granados-Chinchilla et al., 2017).

3.2  Resultados experimentacion.
De acuerdo con las directrices establecidas en el Codex Alimentarius para la determinacion

de aflatoxinas totales, se ha estipulado un limite de 4 pg/Kg en la Union Europea, mientras que en
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los Estados Unidos este limite se sitlia en 10 ng/Kg (Naeem et al., 2022). Es importante destacar
que los andlisis llevados a cabo mediante el empleo del kit ToxinFast, instrumento utilizado en el
proceso de investigacion, exhiben una notable sensibilidad de 2 pg/kg. Cabe mencionar que el
rango de deteccion aplicado a las 66 muestras analizadas abarca desde 0 hasta 30 pg/kg (Meizheng,
2022). La seleccion de estos valores especificos serd esencial para la realizacion de una
comparativa exhaustiva entre los resultados obtenidos a raiz de la experimentacion, lo cual
constituye un elemento fundamental en el proceso de analisis y evaluacion de los datos recopilados

en el presente estudio.

3.2.1 Resultados de los ensayos

La Tabla 5 presenta una detallada descripcion de las 66 muestras sometidas a analisis. En
esta tabla, se destacan predominantemente los nombres de los frutos secos contenidos en las
muestras, mientras que los restantes ingredientes, tales como frutas deshidratadas y aderezos, han
sido categorizados bajo la denominacién genérica de "otros". Los resultados correspondientes a
las aflatoxinas totales en las diversas matrices alimentarias de frutos secos se encuentran
expresados en pg/kg o partes por billéon (ppb), siendo ambas unidades equivalentes en este

contexto.

Al evaluar los datos, y considerando los limites normativos establecidos para la Union
Europea y los Estados Unidos, se puede observar de manera general que todos los resultados
obtenidos de las muestras analizadas se encuentran en conformidad con las regulaciones vigentes
ya que no superan el limite tolerable. Es relevante destacar que las regulaciones a las que un
fabricante debe regirse dependen de la region a la que pretenda exportar su producto. En caso de

comercializacion en Ecuador, la elecciéon de la normativa aplicable queda a discrecion del
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fabricante. Asimismo, se identificaron casos en los que las aflatoxinas no fueron detectadas en las
muestras, y dicha ausencia se refleja en la tabla mediante la etiqueta "N/D" (No Detectado).

Tabla 5

Resultados aflatoxinas con su respectiva descripcion

Descripci Descripci
Descripci  Resultado Resultado Resultado  Descripci  Resultado
on del 6n del
6n del (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) 6n del (ng’kg)
nombre nombre
nombre nombre
Pistachos
Almendra
Nueces, con Nuez de
s, sal,
almendras 2.51 cascara N/D macadami N/D N/D
sabor a
y otros tostado a natural
humo
salado
Arandano
Frutos Nueces de S
Almendra
SECos. la India deshidrata
2.5 s con sal 2.08 2.08 N/D
Mani, sin dos,
de mar
otros cascara nueces
pecanas
Mani,
Almendra Macadami Pasas,
almendras
tostada y 2.4 a con sal N/D 2.08 almendras 2.23
, nueces y
salada sin flaor , nueces
otros
Almendra Nueces de Macadami Mezcla de
2.34 N/D 2.21 2,11
s peladas nogal con a saladita frutos
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Mix de
nuez,
almendra,
mani y

otro

Nueces,
almendras

y otros

Frutas
secas y
frutos

SE€COS

2.58

2.13

2.25

azucar
morena y

canela

Nuez de la
India
Cashew N/D
Tostada

salada

Mani
2.19
salado

Mani con
2.35
pasas

Mezcla de
mani sin
sal, mani
crocante
picante y

otros

Mezcla de

mani
salados,
almendras
y otros
Mezcla de
mani
salado,
mani
recubierto
con
chocolate

y otros

2.61

N/D

231

secos y

frutas

deshidrata

das

Pistacho

Mani

Mezcla de

frutos

Secos y

otros

2,09

2,37

2,14

b
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Almendra

s peladas

Nueces de
nogal

peladas

Mani
recubierto
estilo

japonés

Barra de

cereal con
trozos de
arandanos

Y nueces

2.17

2.16

2.15

N/D

Mezcla de
frutos

SE€COS

Mezcla de
maiz
chulpi y

otros

Mani
recubierto
estilo
japonés y

horneado

Nueces

2.1

23

2.5

N/D

Mezcla de
mani
salado,
mani
recubierto
con
chocolate
y otros
Almendra
s, nuez de
la india,
Cashew,
mant,
nueces,

sal

Almendra
s tostadas

saladas

Choco

nuts mix

N/D

N/D

N/D

2,09

Mix de
mani
salado,
mani
garrapinad
0 y mani
con

ajonjoli

Mani

Mezcla
mani,
pasas,

almendras

y otros

Nueces
peladas,

almendras

2,22

2,53

2,76

N/D
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Barras de

granola

Almendra

Mani,
nueces,
almendras

y pasas

Mani,
habas,

garbanzo

Nueces
peladas,
almendras

, mani

N/D Mani

Nuez de
2,01
Brazil

Pistacho

con
N/D cascara
tostado

salado

Mezcla de
frutos
2,17

secos y

otros

Fusion de
nuez
2,16

pecanay

canela.

2,43

2,10

N/D

N/D

N/D

Almendra,
Cashew, N/D

arandano

Mezcla de

mani sin

sal, mani
2,22

crocante

picante y

otros

Nueces N/D

Mani 3,87

Mani 2,15

arandanos

y pasas

Nueces

peladas

Mani y
nueces de

la india

Bocaditos
de coco,
almendras

y otros

Almendra
s, pasas,
ajonjoli,

€OCo

rallado

Bocaditos
de

almendras

N/D

N/D

2,02

2,42

b

N/D
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tostado y , cashews
pasas y otros

Almendra
Mani 3,68 2,28

Nota. Datos de autoria propios.

3.2.2 Muestras analizadas por rango de aflatoxinas

En la figura 9 se presenta un histograma con base en la segmentacion de las concentraciones
de aflatoxinas en cuatro rangos predefinidos: 2.0 a2.4,2.4 a 3.0, 3.0 a 3.9 y N/D (No Detectado).
A través de esta representacion grafica, se puede apreciar que, en el primer intervalo, comprendido
entre 2.0 y 2.4, se encuentran ubicadas un total de 30 muestras, lo cual constituye el 45.5% del
conjunto total de muestras analizadas. En el intervalo subsiguiente, que abarca desde 2.4 hasta 3.0,
se han identificado 10 muestras (15% del total). En el tercer rango, limitado entre 3.0 y 3.9,
unicamente se han hallado 2 muestras (3%). Finalmente, en el ultimo intervalo, correspondiente a
las muestras en las cuales no se detectaron aflatoxinas (N/D), se han contabilizado 24 muestras
(36% del total de muestras). Los hallazgos de este estudio resaltan la necesidad imperante de una
vigilancia constante y una implementacion rigurosa de medidas de control destinadas a minimizar

la exposicion a estas toxinas indeseadas, particularmente en productos de consumo humano.

En varias partes del mundo se han encontrado muestras contaminadas, en un estudio que
evalu6 183 muestras provenientes de Grecia para la presencia de aflatoxinas, ocratoxinas y
fumonisinas mediante un ensayo Elisa, hallaron que el 48.1% de frutos secos estaban
contaminados por aflatoxinas y de estos el 33,3% superaba los 4 ppb establecidos por la Union
Europea (Batrinou et al., 2020). Otro caso es el de una investigacion de un total de 64 muestras

analizadas, 60 presentaron niveles detectables de aflatoxinas, se identificoé que tres muestras
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pertenecientes a una mezcla de frutas y frutos secos exhibieron concentraciones que superaron el
umbral de 10 pg/kg, considerando el limite establecido por las normativas vigentes en los Estados
Unidos (Macri et al., 2021). En una investigacion que evalla tres intervalos temporales distintos.
Al inicio del estudio (tiempo 0), las muestras tenian niveles seguros de aflatoxinas, por debajo de
15 pg/kg; al examinar muestras almacenadas durante 3 y 6 meses a temperaturas ambiente y 45°C,
se detectd un aumento en los niveles de aflatoxinas, mientras las muestras refrigeradas durante 6

meses mantuvieron seguros los niveles de aflatoxinas (Alsuhaibani, 2018).

Figura 9

Rangos de resultado para aflatoxinas totales vs cantidad de muestra
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Nota. Datos de autoria propios.

3.2.3 Limites no detectables y detectables en muestras comerciales de snacks de frutos
secos.

Figura 10

Limites detectables y no detectables de aflatoxinas partiendo de una sensibilidad del kit de 2
pg/kg
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Analisis de limites detectables y no detectables.
El kit tiene una sensibilidad de 2pg/kg

= Muestras con limites no detectables = Muestras con limites detectables

Nota. Datos de autoria propios.

En el grafico 5 se observa que 42 muestras obtuvieron niveles detectables de aflatoxinas
totales, este valor representa el 64% del total de muestras analizadas, mientras que 24 productos
de snacks de frutos secos obtuvieron resultados no detectables de aflatoxinas totales con un valor
de 36%. A continuacion, se presentan ejemplos de situaciones de contaminacion de frutos secos
debido a la presencia de aflatoxinas. Un caso ilustrativo es el siguiente: los pistachos desempefian
un papel econdémico significativo en el comercio de frutos secos, siendo propensos a un
crecimiento 6ptimo de Aspergillus flavus en condiciones con temperaturas entre 25y 35 °C, junto
con una actividad de agua (Aw) de 0.98 (Baazeem et al., 2021). Por otro lado, se encuentran las
practicas inadecuadas de almacenamiento que se encargan de promover la proliferacion de insectos
y plagas, lo que desencadena en deterioros de los granos y, en consecuencia, favorece la

contaminacion por hongos toxigénicos (Ayeni et al., 2021).
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3.2.4 Clasificacion de las muestras comerciales de snacks de frutos secos segin su tipo de
composicion.

Finalmente, en la tabla 6 y en la figura 11 se observan las clasificaciones de los snacks de
frutos secos, donde se declaran tres grupos: 100% de frutos secos, mix de frutos secos y mix de
frutos secos que contienen en su composicion frutas deshidratadas, chocolate amargo, chocolate
blanco, jaleas, entre otros aderezos. Se declara a su vez el promedio de los resultados obtenidos
utilizando el kit ToxinFast donde la primera clarificacion tuvo un promedio de 2.40 pg/kg, la
segunda clasificacion tuvo un promedio de 2.17 pg/kg y finalmente la Gltima clasificacion tuvo un

valor de 2.23 pg/kg.

Figura 11

Promedio de resultados segun la clasificacion de la composicion de los snacks de frutos secos

Promedio de resultados (pg/kg) segun la
clasificacion de la composicion de las muestras
evaluadas.
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Nota. Datos de autoria propios.
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Tabla 6

Clasificacion de snacks de frutos secos segun su composicion junto al detalle del promedio de resultados

obtenidos
Composicion de snacks de frutos secos Promedio de resultados
100% frutos secos 2.40
Mix de frutos secos 2.17

Mix de snacks de frutos secos con: frutas deshidratadas,
yogurt, chocolate amargo y blanco, jaleas, entre otros 2.23

tipos de aderezo.

Nota. Datos de autoria propios.

Con el fin de prevenir la contaminacioén por aflatoxinas, se aconseja conservar los frutos
secos a 4 °C en envases de polietileno, dado que el almacenamiento a temperatura ambiente (25
°C) por mas de 8 dias incrementa sustancialmente el riesgo de contaminacion por aflatoxina
(Afshari et al., 2022). El estudio posterior analiza la conservacion de diversas variedades de frutos
secos (almendras, avellanas, nueces, nueces de la India y pistachos) durante 3 a 6 meses a
temperaturas: ambiente (25°C), elevada (45°C) y refrigeracion (4°C), los resultados muestran que
refrigerar nueces, nueces de la India y pistachos durante 6 meses mantiene limites seguros de
presencia de aflatoxina, no obstante, a 4°C por 3 meses, las almendras y avellanas exceden dichos
limites (Alsuhaibani, 2018). En consecuencia, se concluye que el almacenamiento refrigerado
impide el aumento de niveles de aflatoxinas en ciertos frutos secos. Dentro de las alternativas
fisicas accesibles para mitigar la exposicion a micotoxinas, se incluyen la clasificaciéon manual y
las técnicas de limpieza o lavado, no obstante, es frecuente que los cultivos alimentarios de frutos

secos sean almacenados antes de implementar dichas medidas, lo cual puede favorecer una
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acumulacion notable de micotoxinas generando consecuentes perjuicios en las etapas posteriores

del proceso (Ayeni et al., 2021).

3.3  Resultados disefio del laboratorio
3.3.1 Lay out propuesto para el redisefio del laboratorio para analisis y deteccion de

micotoxinas (aflatoxinas) en snacks/bocaditos de frutos secos comerciales.

Figura 12

Lay out propuesto para el rediserio del laboratorio para analisis y deteccion de micotoxinas
(aflatoxinas) en snacks de frutos secos comerciales
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La figura 12 exhibe una propuesta de reestructuracion del laboratorio, que consta de diversas

areas funcionales: recepcion, almacenamiento, preparacion, lavado, deteccion, siembra,
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incubacion y servicios sanitarios. Ademads, el diagrama ilustra tres trayectorias distintas,
representativas a los diferentes circuitos. El trazado de tonalidad parpura corresponde al circuito
de materiales, el de tono celeste caracteriza el circuito de personal y, por Gltimo, el flujo de matiz

verde se asigna al circuito de productos.

34 Costos

3.4.1 Equipos de deteccion

En la figura 13 se puede visualizar el conjunto de dos equipos marca Meizheng que consta
de un equipo de incubacion y un lector de aflatoxinas en pg/kg, estos dos tienen un valor de 3000
a 3500 dolares (conjunto). Esta seria una inversion inicial que deberia realizar el laboratorio para

poder hacer corridas de forma continua.

Figura 13

Equipos de deteccion de aflatoxinas totales

Nota. Datos de autoria propios.
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3.4.2 Insumos para el analisis

Tabla 7 Materiales por usar con su costo estimado y costo total de analisis

Costo de
Cantidad
Cantidad por Costo insumo
Material/Insumo Costo unitario que se usa
paquete (dolares) por
por muestra
muestra
Fundas estériles 500 unidades  145-150 0.29-0.30 I un 0.295
Agua destilada 20 litros 9-11 0.45-0.55 10 ml 0.005
Alcohol 90% 1 litro 3-5 4 10 ml 0.04
Puntas de
500 unidades 6-8 0.012-0.016 I un 0.014
laboratorio 1000 pl
Puntas de
700 unidades 42-45 0.06 2 un 0.012
laboratorio 200 pl
Kit de tirillas y
pocillos para 8 unidades 40-46 5.38 I un 5.38
aflatoxinas
TOTAL 5.74

Nota. Datos de autoria propios.

La Tabla 7 proporciona un desglose exhaustivo de los materiales e insumos esenciales para
llevar a cabo el andlisis de aflatoxinas. Esta tabla también abarca los rangos de precios, la cantidad
por presentacion y la cantidad requerida para cada analisis. El célculo del costo individual de cada
insumo se realizé mediante el promedio del rango de precios, y luego se multiplicé por la cantidad

necesaria para el andlisis correspondiente. La suma de estos célculos resultd en un valor
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aproximado de 5.74 ddlares, representando el costo por analisis de aflatoxinas. Es importante
resaltar que el precio de venta del andlisis estara sujeto al porcentaje de ganancia determinado por

la empresa en su respectiva area.
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CAPITULO 4

4.1 Conclusiones y recomendaciones
4.1.1 Conclusiones

Las micotoxinas son compuestos quimicos de naturaleza téxica generados de forma natural por
hongos. Desde 2012 hasta el 20 de julio de 2023, el Sistema de Alerta Répida para Alimentos y
Piensos (RASFF) ha registrado un total de 892 casos de alertas relacionados con la deteccion de
aflatoxinas. Resulta fundamental reconocer la significativa importancia de esta problematica en el
ambito de la seguridad alimentaria y la salud ptblica, dado que la presencia de aflatoxinas en los
alimentos constituye un riesgo notable para la salud de los consumidores, particularmente en lo

que respecta a cuestiones médicas asociadas con el cancer, en especial el cancer hepatico.

En el marco de los resultados derivados del analisis de las 66 muestras sometidas a
experimentacion, se evidencid que las muestras exhiben niveles detectables de aflatoxinas totales
superiores a 2 pg/kg, los cuales se determinaron aprovechando la sensibilidad inherente del equipo
lector. A partir de estos descubrimientos, es posible inferir que un total de 42 productos de indole
comercial registraron niveles detectables de aflatoxinas totales, representando asi el 64% del
conjunto global de muestras evaluadas. En contraste, se observo que 24 productos relacionados
con snacks de frutos secos arrojaron resultados que no indicaban la deteccion de aflatoxinas totales,
representando el 36% del total de muestras. Este resultado resalta la eficacia de las practicas
idoneas de manipulacion, procesamiento y almacenamiento, asi como de las técnicas de
descascarado, tostado y escaldado, en la notable reduccion de los niveles de aflatoxinas totales.

Una consideracion adicional radica en el analisis del producto final a través de la
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inmunocromatografia, lo cual podria contribuir a preservar la integridad fisica de los colaboradores

involucrados en el proceso.

El rediseno propuesto para la reestructuracion del laboratorio para la deteccion de aflatoxinas
totales consta de diversas areas funcionales: recepcion, almacenamiento, preparacion, lavado,
deteccion, siembra, incubacion y servicios sanitarios. Se plantea este disefio proporcionado en el
diagrama de lay out debido a que cumplen con los principios higiénicos sanitarios para un correcto

funcionamiento del laboratorio para la deteccion de aflatoxinas totales.

4.1.2 Recomendaciones

Es aconsejable que en futuras investigaciones enfocadas en la deteccion de aflatoxinas en snacks
o bocadillos elaborados a partir de frutos secos comerciales se incluya una caracterizacion
exhaustiva con el fin de determinar tanto cualitativa como cuantitativamente la presencia de
aflatoxinas especificas en cada uno de los productos. Esta medida resulta de suma relevancia
debido al nivel de toxicidad variante que presenta cada tipo de micotoxina, en funcioén de la matriz

de fruto seco en particular.

Al utilizar la plataforma Scopus para realizar busquedas, es posible emplear diversos operadores
logicos con el fin de mejorar la precision y el filtrado de la informacion deseada. Uno de estos
operadores es el asterisco (*), el cual desempefia la funcién de identificar el plural de una palabra

(132

clave especifica. Por otro lado, el uso de comillas (“”’) resulta ttil para buscar documentos que
contengan exactamente dos palabras en conjunto, tanto como una frase unitaria como por separado,

permitiendo asi un mayor control en la obtencion de resultados pertinentes. encontrar palabras que

inicie con las letras precedentes al mismo
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Durante la fase experimental y la subsiguiente ejecucion de andlisis, se empled alcohol de tipo
industrial con una concentracion del 90%. Este tipo de alcohol, al presentar una mayor pureza y
concentracion fue seleccionado como insumo para la experimentacion. Sin embargo, en caso de
considerar la posibilidad de utilizar alcohol con una concentraciéon del 70%, se recomienda
desechar esta alternativa. Esto se debe a que el alcohol de laboratorio de este grado ha sido
desnaturalizado, lo que resulta en una menor concentracion de alcohol debida a la inclusioén de
agua destilada como parte de su composicion. La realizacion de andlisis utilizando alcohol de 70%

conllevaria a resultados variantes, lo que a su vez originaria datos inconsistentes y no fidedignos.

Es aconsejable evitar ciertos errores durante el proceso de pipeteo. En primer lugar, se debe evitar
el uso de la misma punta de pipeta para cada una de las muestras que seran analizadas, ya que esta
practica podria resultar en una contaminacidn cruzada entre las muestras. Asimismo, es crucial
respetar los angulos de pipeteo adecuados: se debe aspirar con un angulo de 90° y dispensar con
un angulo de 45°. Adicionalmente, para lograr un pipeteo efectivo, se recomienda llevar a cabo el
proceso de manera pausada y delicada. Al aspirar la muestra, es recomendable mantener la pipeta
en posicion vertical. Al sumergir la punta en la muestra, se debe ejercer una presion ligera.
Finalmente, al dispensar el liquido, se debe inclinar la pipeta a 45° y permitir que el liquido fluya
a lo largo de la pared lateral de los frascos en los cuales se han colocado los pL correspondientes
a cada muestra, cumpliendo con las buenas practicas de manipulacion y precision en el proceso de

pipeteo.

La lectura de los resultados de aflatoxinas en el equipo debe realizarse de manera inmediata
después de la segunda incubacion. Cualquier retraso en este procedimiento podria potencialmente

introducir irregularidades en los resultados. Esto se debe a que prolongar el tiempo durante el cual
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la tira permanece en el pocillo para su lectura podria influir en la precision de los resultados, ya

que una lectura prolongada podria llevar a interpretaciones alteradas de los mismos.
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Apéndices



Apéndice A: Referencias fotograficas del procedimiento de analisis de aflatoxinas

con el kit “ToxinFast”

Kit de deteccion de aflatoxinas totales, tiras reactivas y micropocillos

Nota. Datos de autoria propios.

Muestras de snacks de frutos secos trituradas

Nota. Datos de autoria propios.



Solucion de extraccion (agua destilada y etanol al 50%)

Nota. Datos de autoria propios.

Adicion de la solucion de extraccion a la muestra (10 ml etanol + 10 ml agua destilada)

Nota. Datos de autoria propios



Extraccion de 100 uL de sol. resultante (extracto + muestra)

Nota. Datos de autoria propios.

Tubo de ensayo con: sol. resultante + sol. buffer

Nota. Datos de autoria propios.



Depositar 200 uL de sol. resultante en micropocillos para respectiva incubacion

Nota. Datos de autoria propios

Primera incubacion por 3 min

Nota. Datos de autoria propios.



Adicion de tiras reactivas e incubacion por 5 min

Nota. Datos de autoria propios.

Lectura de resultados en equipo lector

Nota. Datos de autoria propios.



Apéndice B: Tablas de clasificacion de frutos secos

Clasificacion de snacks de frutos secos declarando su composicion 100%, resultado de deteccion

y marca comercial

Tipo de Resultado
Descripcion de frutos secos Marca
clasificacion ng/Kg
Almendras: tostadas, saladas, peladas, Bonanza,
con sabor a humo, Corfruit,
Mani: salado, recubierto estilo japonés y Del sur,
horneado Donpichu,
Macadamia salada Granuts
Nueces de nogal: peladas La original,
Nuez de la india sin cascara Manitoba,
Nuez de Brasil > 2 ng/Ke Nature’s heart,
PatiPami,
Pro-alimentos
100 % frutos Cotopaxi,
secos Productos cris C.
Pistacho Ltda.,
Schullo
Seeberger,
Supermaxi.
Macadamia: con sal, sin flior, natural Nature's heart,
Nuez de la india cashew tostada salada. Rey macadamia,
Pistachos: con cascara, tostado, salado N/D Rosa dulce,
Schullo
Nueces Sunshine,
Supermaxi.

Nota. Datos de autoria propios.



Clasificacion de snacks de mix de frutos secos declarando su composicion de mix, resultado de
deteccion y marca comercial.

Tipo de o Resultado
‘ _ Descripcion de frutos secos Marca
clasificacion ng/Kg
Mani, nueces Karay,
Mezcla de maiz chulpi, maiz mote, mani La Original
tostado y sal '
Yy > 2 ug/Ke Nature's Heart,
_ Mani, semillas de girasol, almendras y Trunuts
Mix de frutos
nueces.
secos
Mani, habas, garbanzo
Almendras, nuez de la india, Cashew,
mani, nueces, sal. N/D Del Sur

Mani y nueces de la india.

Nota. Datos de autoria propios.



Clasificacion de snacks de frutos secos declarando su composicion de mix de frutos secos con
(frutas deshidratadas, yogurt, chocolate amargo y blanco, jaleas, entre otros tipos de aderezo),
resultado de deteccion y marca comercial.

Tipo de o Resultado
_ _ Descripcion de frutos secos Marca
clasificacion ng/Kg
Mezcla de frutos secos y frutas
deshidratadas Alideli,
Mezcla de frutos secos, frutas Corfruit,
deshidratadas, mani confitado y Del Sur,
chocolate El Artesanal,
Mix de mani salado, mani El Nogal,
. , D Granuts
garrapinado y mani con ajonjoli
Mix de snacks mezcla: mani, pasas, almendras y
. La Original,
de frutos secos chocolates recubiertos
- Made with love
con: frutas Nueces peladas, almendras, mani
. crocas,
deshidratadas, tostado y pasas
T Manitoba
yogurt, Almendras, pasas, ajonjoli, coco
Nature’s Heart,
chocolate rallado >2 ng/Kg .
: Paqui gourmet,
amargo y Bocaditos de coco, almendras, pepa

blanco, jaleas,

entre otros tipos

de aderezo en

su composicion.

de sambo y chia

Choco nuts mix 60% cacao

Almendra, Cashew, arandano

Mezcla de mani sin sal, mani
crocante picante, limén, habas

saladas, maiz tostado, garbanzo

Mezcla de frutas secas. Nueces,

almendras y pasas rubias

Frutos secos. Mani, arandanos y

yogurt

Mix de nuez, almendra, chocolate

organico, mani y pasas

Productos Cris C.
Ltda,

Supermaxi




Mezcla de frutas secas. Nueces,

almendras y pasas morenas.

Frutas secas y frutos secos

Mani recubierto estilo japonés

picante y con sabor a limon

Mani con pasas

Mezcla de mani sin sal, mani
crocante picante, limon, habas

saladas, maiz tostado, almendras

Mezcla de mani salado, mani
recubierto con chocolate, arandanos
deshidratados, maiz tostado, mani
crocante, almendras, mani confitado,

mani con ajonjoli

Pasas, almendras, nueces

Mezcla de mani salados, almendras,
cereal a base de hojuelas de avena y
quinoa, frutas deshidratadas y nueces,
trozos de arandanos recubiertos con
cobertura de yogurt griego, mani con
sabor a miel y uvas pasas

deshidratadas N/D

Almendras con chocolate

Nueces de nogal con azucar morena y

canela

Nueces peladas, almendras,

arandanos y pasas

Mezcla de frutos secos y arandano

rojo sabor vainilla-cereza

Del Sur,

El Artesanal,
La Original,
Made with love
crocas,
Manitoba,
Nature's Heart,
Nature Valley,
Schullo
Tosh




Arandanos deshidratados, nueces

pecanas

Barra de cereal con trozos de

arandanos y nueces

Fusién de nuez pecana y canela.
Mezcla de frutos secos y

deshidratados saborizados

Bocaditos de almendras, cashews,

arandanos, chia y miel de abeja

barras de granola

Mani, nueces, almendras y pasas

Nota. Datos de autoria propios
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