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RESUMEN

En este trabajo se pone a punto un método de cromato-
grafia liquida de ultra-alta resolucion para el andlisis de
aflatoxinas en semillas de anacardo. El tiempo de andlisis
cromatografico para la deteccién de las 4 micotoxinas es
de sdlo 3,2 minutos. Para la extraccion de las aflatoxinas
se utiliza una mezcla de metanol/agua 70:30. Para la sepa-
racion de los analitos se utiliza una columna cromatogra-
fica Acquity UPLC ™ BEH C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 ym) y la
deteccion se realiza con detector UV (350 nm).

El método se aplicé a dos muestras de semilla de ana-
cardo de distinto origen (India y El Salvador), previamente
inoculadas con Asperqgillus parasiticus CECT 2681, cepa
capaz de producir aflatoxinas en arroz.

Los resultados del estudio mostraron que las semillas de
anacardo permiten la produccion de estas toxinas por par-
te de una cepa productora si las condiciones ambientales
son adecuadas.

Palabras clave: Aflatoxinas. Anacardos. Aspergillus. Cro-
matografia liquida de ultra-alta resolucién.

SUMMARY

In this work we develop a method for the analysis of afla-
toxins in cashew nuts by means of ultra-performance lig-
uid chromatography. The method allows the detection of
the four toxins in only 3.2 minutes. Aflatoxins are extracted
with a mixture of methanol and water 70:30. A chromato-
graphic column Acquity UPLC ™ BEH C18 (2.1 x 50 mm,
1.7 microns) is used for the separation and a UV detector
(350 nm) is employed to measure them.

The method was applied to two cashew nuts samples ob-
tained from two different countries (India and El Salvador),

previously inoculated with Aspergillus parasiticus CECT
2681, a strain able to produce aflatoxinas when it grows
onrice.

Results showed that aflatoxinas can be produced in ca-
shew nuts by a toxigenic strain if environmental conditions
are suitable.

Keywords: Aflatoxin. Cashew nuts. Aspergillus. Ultra-per-
formance liquid chromatography.

RESUM

En aquest treball es posa al punt un métode de cromato-
grafia liquida d’ultra-alta resolucié per a I'analisi d’aflato-
xines en anacards. El temps d’analisi cromatografica per a
la detecci6 de les 4 micotoxines és de només 3,2 minuts.
Per a I’extraccio de les aflatoxines s’utilitza una barreja de
metanol/aigua 70:30. Per a la separacio dels analits s’uti-
litza una columna cromatografica Acquity UPLC ™ BEH
C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 ym) i la deteccid es realitza amb un
detector UV (350 nm).

El metode es va aplicar a dues mostres d’anacards de di-
ferent origen (india i El Salvador), préviament inoculades
amb Aspergillus parasiticus CECT 2681, soca capa¢ de
produir aflatoxines en créixer sobre arros.

Els resultats de I’estudi van demostrar que I’'anacard és un
substrat que permet la produccié d’aquestes toxines per
part d’'una soca productora si les condicions ambientals
sén adequades.

Paraules clau: Aflatoxines. Anacards. Aspergillus. Croma-
tografia liquida d’ultra-alta resolucio.
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INTRODUCCION

La seguridad alimentaria es un objetivo clave para cual-
quier pais, ya que es imprescindible que las personas ten-
gamos garantizado el acceso a alimentos seguros, libres
de peligros fisicos, biolégicos o quimicos. Entre estos Ulti-
mos se encuentran las micotoxinas(?.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos
por algunas cepas de hongos capaces de provocar proce-
sos de intoxicacion. Existen muchos tipos de micotoxinas
que pueden clasificarse en funcién de su agente productor
o de su naturaleza quimica. De entre todas ellas, destacan
las aflatoxinas.

Las aflatoxinas son derivados de difuranocumarinas pro-
ducidas principalmente por cepas del género Asperqgillus.
Se han identificado 20 diferentes aflatoxinas, pero sola-
mente 4 de ellas ocurren en forma natural y son conta-
minantes importantes de una amplia gama de alimentos:
B, B,. G, y G,9. Su estructura quimica se muestra en la
figura 1.

Las aflatoxinas provocan toxicidad aguda y crénica en
animales y personas. De entre ellas, la aflatoxina B, es la
sustancia carcinogénica de origen natural mas potente
que se conoce y esta clasificada por la Agencia Interna-
cional de Investigacion del Cancer en el Grupo 1, es decir,
como carcindgena para el hombre®.

Existen numerosos estudios sobre el grado de conta-
minacién por aflatoxinas en distintos frutos secos como
cacahuetes, pistachos o almendras®”. En el afio 2008, el
Codex Alimentarius establecié que para frutos secos listos
para comer, el nivel maximo de aflatoxinas totales seria
de 10 pg/kg. Esta propuesta fue aceptada por la Unién
Europea en el 2009©.

A pesar de ser un fruto seco, la semilla de anacardo ha
sido un alimento del que tenemos poco conocimiento so-
bre la presencia de estas toxinas como contaminantes.
Estas semillas son la parte comestible del anacardo, Ana-
cardium occidentale L., un cultivo perenne de importancia
agroindustrial, del que su semilla se obtiene al quitarle la
cascara de la nuez después de tostarla. El anacardo se
conoce también, en algunos paises, como maranon.

Con estos antecedentes, el objetivo principal de este estu-
dio fue determinar si la semilla de anacardo es un substra-
to adecuado para la produccién de aflatoxinas por parte
de hongos micotoxigénicos. Para ello, se inocularon dos
muestras de marafién con una cepa descrita como pro-
ductora de aflatoxinas en arroz, Aspergillus parasiticus
CECT 2681.

La determinacion de estas toxinas no es facil porque nor-
malmente se encuentran en muy bajas concentraciones.

Aflatoxin B2
(AFB2)

Aflatoxin B1
(AFB1)

Entre las técnicas propuestas destaca la cromatografia
utilizando diferentes sistemas de deteccion®'2, a las que
en los ultimos afios se les ha ido sumando métodos in-
munoldgicos tales como el ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA)'%"3 y la inmunocromatografia (IC)
(5,14)

En este caso, recogiendo la experiencia previa de otro
trabajo realizado en nuestro grupo(®, escogimos utilizar
la cromatografia liquida de ultra-alta resolucion (UHPLC).

MATERIAL Y METODOS

Muestras

Para evaluar si la semilla de anacardo es un buen substra-

to para la produccién de aflatoxinas, se adquirieron dos

tipos de muestras, que se vendian a granel, de diferentes

procedencias:

1. Semillas de anacardo enteras, originarias de la India'y
adquiridas en Barcelona, Espafa.

2. Semillas de anacardo partidas, originarias de El Sal-
vador y adquiridas en Zacatecoluca, El Salvador.

Patrones y disolventes

Se dispuso de patrones puros de aflatoxinas G,, G,, B,
y B, (AFG2, AFG1, AFB2 y AFB1) Sigma (St. Louis, MO,
USA). Se prepararon soluciones madre de 100 mg/L de
cada una de las aflatoxinas, excepto de AFB2 de 120
mg/L, disueltas en metanol. Cada una de estas soluciones
se mantuvo a 4°C y cubiertas con papel de aluminio, para
evitar la degradacion gradual de las toxinas por influencia
de la luz UV. Las soluciones de trabajo se prepararon el dia
de analisis en diluciéon de 0.4 mg/L.

Se utilizé6 Metanol purisimo-CODEX, calidad HPLC (Pan-
reac Quimica S.A., Espafa) y agua purificada en un siste-
ma Milli-Q System (Waters, USA).

Moho productor de aflatoxinas y medios de cultivo
Para los estudios de produccién de aflatoxinas en semillas
de anacardo, se utilizd6 como cepa productora Aspergillus
parasiticus CECT 2681, cepa contrastada como producto-
ra de aflatoxinas en arroz y en la planta medicinal cascara
sagrada (Ramnus purshiana)®. La cepa fue suministrada
liofilizada por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento del hon-
go fue Agar Patata Glucosa (PDA) suministrado por Merck
(Alemania).
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Figura 1. Estructura quimica de las aflatoxinas B, B,, G,y G,
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Figura 2. Cromatograma UHPLC-UV/VIS de comparacion de las muestras no inoculadas con el patrdn de 0.4
mg/L A= 350 nm. (AFG1= aflatoxina G,, AFG2= aflatoxina G,, AFB1= aflatoxina B,, AFB2= aflatoxina B,).

Preparacion e inoculacion de las muestras de semillas
de anacardo

Las muestras de semilla de marafon fueron divididas en
dos grupos: uno para ser inoculado con el moho y el otro
se dejo sin tratamiento alguno (sin inoculo). Para ello, se
pesan 5 gramos de semilla de anacardo en matraces Er-
lenmeyer de 125 mL, se adiciona 5 ml de agua desioniza-
day se autoclavan a 121°C durante 30 min.

Una vez esterilizados, al grupo de muestras a inocular se
les adiciona dos discos de 6 mm de cultivo de 7 6 14 dias
de edad de la cepa de A. parasiticus incubada en oscuri-
dad a 27+1 °C sobre agar PDA.

Extraccion de Aflatoxinas

Para la extraccion de las aflatoxinas de las semillas de
anacardo, se utiliza una mezcla de metanol/agua 70:30.
Sobre el total de la muestra tratada se realizan dos ex-
tracciones sucesivas con 45 mL de la mezcla de solventes
de extraccioén, se agitan durante 30 minutos y se filtran
con papel de filtro Whatman ndmero 3 por gravedad. Los
filtrados se recogen en un matraz aforado de 100 mL y se
enrasa con la mezcla de solventes de extraccion.

Preparacion de la muestra para inyecciéon al UHPLC
Se toman 10 mL del extracto y se agregan 8 mL de agua,
esto se hace para alcanzar un contenido de 40% de me-
tanol. La dilucién resultante se filtra a través de un filtro de
nylon de 0.22 ym de tamano de poro.

Analisis cromatografico

La separacion cromatografica de las toxinas se realiza me-
diante un cromatografo ACQUITY UPLC (Waters) acopla-
do a un detector UV (350 nm). La columna cromatografica
utilizada es una Acquity UPLC ™ BEH C18 (2.1 x 50 mm,

1.7 ym) a 30°C y flujo de 0.4 mL/min. La fase movil con-
siste en (A) agua y (B) metanol. El gradiente de elucién
es lineal, incrementandose del 40% B al 85% B en 2,3
minutos, manteniéndose isocratico 0,2 min y volviendo a
la situacion inicial en 0,1 min. El equilibrado de la columna,
antes de una nueva inyeccion, es de 0,6 min. El tiempo
total de andlisis, incluyendo el acondicionamiento inicial
de la columna es de 3,2 min. El volumen de inyeccién es
de 10 pL.

Con estas condiciones de extraccion y de preparacion de
muestra el método permite detectar 0.4 mg/Kg de cual-
quiera de las 4 aflatoxinas en muestra de anacardo.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de aflatoxinas se efectué mediante UHPLC.
Esta técnica permite disminuir el tiempo de analisis y ob-
tener una mejor resolucion cromatografica que la HPLC
porque utiliza columnas rellenas con particulas de tamafo
de alrededor de 1,7 pm (517.18),

En este trabajo, ajustadas las condiciones cromatografi-
cas, se consiguié una buena resolucién para la deteccién
de las 4 micotoxinas, B,, G,, B, y G, en s6lo 3,2 minutos,
tiempo que coincide con el reportado en el trabajo publi-
cado previamente por Ventura et al.("9.

Un punto a destacar de este trabajo es que el sistema de
extraccion de las toxinas a partir de las semillas de ana-
cardo es muy simple y rapido. El método que se presenta,
tanto la parte correspondiente a la extraccion de las to-
xinas como su separacion mediante UHPLC, demuestra
que su identificacion puede realizarse con un tiempo de
analisis muy corto y con un bajo consumo de solventes
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7 dias

Figura 3. Cromatograma UHPLC-UV/VIS integrado patrdn vrs muestras inocu-
ladas a los 7 dias, con el patron de 0.4 mg/L, A= 350 nm
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Figura 4. Cromatograma UHPLC-UV/VIS integrado patron vrs muestras inocu-
ladas a los 14 dias, con el patrén de 0.4mg/L, A= 350 nm

de fase movil, lo que es favorable desde el punto de vista
econdmico y medioambiental.

Las muestras no inoculadas, presentaron niveles de afla-
toxinas no detectables por debajo del limite de deteccion
del método (0.4 mg/kg), como se muestra en la figura 2,
en la que se presenta una superposicién de un cromato-
grama de patrén de aflatoxinas con el de una muestra no
inoculada.

A. parasiticus CECT 2681 al ser inoculado en las muestras
de semillas de anacardo e incubado a 27°C presenta un
crecimiento abundante tanto a los 7 como a los 14 dias
de cultivo. En la Fotografia 1 pueden observarse filtrados
provenientes del proceso de extraccion de las aflatoxinas
a partir de muestras inoculadas y sin inocular.

En las dos muestras inoculadas con A. parasiticus, se en-
contrd que las cuatro aflatoxinas en estudio se produjeron
tras los primeros 7 dias de incubacion y su concentracion
aumenté a los 14 dias. Para ilustrarlo, en las figuras 3 y 4,
a titulo de ejemplo, se muestran los cromatogramas de la
muestra de El Salvador, a los 7 y 14 dias de incubacién
respectivamente, mostrando integrado el patrén.

En la tabla 1 se presentan las concentraciones de afla-
toxinas estimadas producidas sobre semillas de marafién
inoculadas con A. parasiticus, por el método UHPLC-UV.
Al no haberse detectado micotoxinas en las muestras no
inoculadas, demuestra que éstas fueron producidos por
la cepa de coleccion y no corresponden a contaminacion
natural.

Tabla 1. Contenido de aflatoxinas en semillas de mara-
AGn inoculadas después de 7 y 14 dias, por UHPLC-
UVIVIS. (AFG1= aflatoxina G,, AFG2= aflatoxina
G,, AFB1= aflatoxina B,, AFB2= aflatoxina B,).

Concentracion de aflatoxinas en mg/kg
Muestras AFG2 AFG1 AFB2 AFB1
India
Inoculada 10,3 122,6 6,7 97,7
7 dias
India
Inoculada 16,3 171,6 11,0 143,1
14 dias
El Salvador
Inoculada 20,2 266,3 13,88 164,8
7 dias
El Salvador
Inoculada 29,9 296,7 24,7 254,2
14 dias

Fotografia 1. Filtrados provenientes del pro-
ceso de extraccion de las aflatoxinas provinien-
tes de muestras de anacardo sin inocular (izqui-
erda) e inoculadas (derecha) con A. parasiticus.

CONCLUSIONES

A partir de este estudio, podemos concluir que:

1. Las semillas de anacardo son un substrato adecuado
para el desarrollo de aflatoxinas por parte de Asper-
gillus parasiticus CECT 2681

2.  EIUHPLC-UV es una técnica adecuada y rapida para
el andlisis cromatografico de las aflatoxinas AFB1,
AFB2, AFG1y AFG2, a partir de un proceso simple de
extraccion de estos analitos en semillas de anacardo.
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