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Resumen

La nuez pecdn es de origen americano y en nuestro pais se cultiva principalmente en Buenos Aires, Santa
Fé, La Pampa, Delta del Parana y Entre Rios. Produce un fruto con muchos beneficios para la salud. Es
una excelente fuente de acidos omega 6 y omega 3.

En Entre Rios, dada las caracteristicas climatolégicas de alta humedad, la nuez es susceptible de ser
atacada por hongos productores de micotoxinas, sustancias téxicas producidas principalmente por los
géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Entre ellas las mas estudiadas han sido las aflatoxinas que
producen distintas afecciones en los animales y el hombre. En este trabajo se estudié la ocurrencia de
estas aflatoxinas en nueces de pecan cosechadas en la provincia de Entre Rios, del total de las 40 mues-
tras analizadas entre los afios 2016 y 2017, el 62,5% resultaron positivas para AFB1 y el 5% superd el
nivel permitido por la UE para AFB1 con un promedio de 12,91 pg/kg. Los valores de actividad de agua
(aw) indican que no es en el almacenamiento de las nueces donde se producen las micotoxinas, sino en
etapas anteriores. Resulta necesario que se establezcan medidas de prevencion para evitar la presencia
de estos metabolitos que tienen efectos cancerigenos comprobados.
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1. Introduccion

Si bien las frutas secas se han incluido en las dietas humanas durante siglos, en los ultimos afios se ha
observado un incremento en el consumo de las mismas, por las ventajas de la incorporacién de estos
alimentos, entre las que se pueden mencionar alto contenido energético sin aumento de la tendencia a
elevar el nivel de colesterol sérico y aporte de minerales como calcio, potasio, fésforo y hierro, y vitami-
nas entre las que se pueden mencionar A, B1, B2, B3 y C. Contienen ademas acidos grasos no saturados
y fibras entre otros.

Durante las ultimas décadas, el interés cientifico en estos alimentos ha aumentado enormemente,
ya que muchos estudios epidemiolégicos muestran efectos protectores del consumo de frutos secos en
la enfermedad coronaria en diferentes grupos de poblacion (Luna-Guevara y Guerrero-Beltran, 2010).

Dentro de los frutos secos, las nueces de Pecan (Carya illinoinensis) contienen principalmente aceites,
pero también son una fuente de polifenoles, se postula que los efectos en la disminuciéon de la hiperli-
pemia, como del estrés oxidativo, se deberia a ambas fracciones (Blomhoff, R. 2008; Dominguez, J. 2015).
El efecto antioxidante del gamma tocoferol estda documentado ampliamente, y estas nueces tienen un
nivel elevado. (Vazquez Martinez, C. 2005).

Algunos autores recomiendan la inclusiéon de porciones pequefias pero constantes de frutos secos,
por ejemplo la inclusion de 25 g / dia de nueces o nueces de pecan (Nus, M. 2004). A las nueces de pe-
can, por sus niveles elevados de acido elagico y fitatos, se les atribuye propiedades protectoras contra
ciertos mecanismos de degeneracidn celular, por esta razon se incluyen en buena proporcién en ciertas
dietas vegetarianas. (Sabaté, J. 2005)

Para el consumo se prefieren, nueces grandes, con un tamafio mayor a 32 mm, sabrosas, bien secas
(con una humedad del 10%), sanas y de color claro. Las nueces de menor tamafio se descascaran y se
utilizan principalmente en la industria pastelera, panaderias, confiterias. etc. (Figueroa Morales, 2012;
Justo y Parra, 2005)

1.1. Produccién mundial
La producciéon mundial esta concentrada principalmente en Estados Unidos (67%) y México (30%). (CA-
PPecan, 2013; Luna- Guevara y Guerrera-Beltran, 2010).

Las nueces que mas se comercializan corresponden a las que se presentan con cascara. En el afio
2010, este tipo de presentacion correspondid al 76% y solo el 24% al tipo sin cascara (Doreste, 2015).

Como se indicé anteriormente, Estados Unidos es el principal productor, y ademas el primer expor-
tador y consumidor de esta nuez. Otros paises donde existen plantaciones de este tipo de nuez son:
Australia, Sudafrica, Israel, Brasil, Argentina, Peru y Egipto.

La evolucion de los precios durante los ultimos afios esta condicionada no solo por los niveles de
produccidn, sino también por la calidad de las nueces (Doreste, 2015).

1.2. Produccion en Argentina
A mediados del siglo XX se comenzé a experimentar con este cultivo principalmente en la zona de las
islas del Delta del Parand, apoyado por el INTA (Cluster de la Nuez Pecan y su necesidad de desarrollo
de magquinaria, 2013).

En la figura 1 se muestra la distribucion (en porcentajes) de la totalidad de hectareas implantadas en
Argentina. En la figura 2 se presentan las zonas de cultivo en nuestro pais.
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Ficura 1. Porcentaje de hectareas implantadas

Ficura 2. Zonas de cultivo en Argentina

En Argentina existen 12 cultivares inscriptos en el Registro Nacional de Cultivares, correspondientes a
las siguientes variedades: Stuart, Desirable, Shoshoni, Success, Kernodle, Starkimg, Mahan, Harris Super,
Mahan - Stuart, INTA Delta | e INTA Delta Il. Las cinco primeras variedades son las que mejor se compor-
tan en los suelos y climas de este pais. (Doreste, P. 2015).

La nuez producida es de alta calidad y puede exportarse a mercados externos como EE.UU, Chinay
México, entre otros. Cabe destacar que esta actividad comercial se hace contra estacién, con lo cual se
pueden alcanzar buenos precios. Durante el primer cuatrimestre de 2009, se exportaron 137 toneladas
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de nuez por un valor de 459.423 USS$. EL 100% de las mismas correspondieron a nueces con cascara
fraccionadas. Ademas, en el afio 2010 se realizé una exportacién a Estados Unidos de 13,5 toneladas
y un monto de 40.905 US$ FOB. (Fuente: INDEC). Se estima que para la préxima década se contara con
cosechas de 15.000 toneladas, con lo cual se estaria en condiciones de abastecer la demanda externa
(Doreste, P. 2011).

1.3. Micotoxinas

Debido a que los frutos secos en general son alimentos que no cuentan con una actividad acuosa eleva-
da, la contaminacién microbiolégica a la que son susceptibles es limitada. No obstante, una gran varie-
dad de hongos puede proliferar en los frutos secos, y por lo tanto, las nueces de pecan, no estan exentas,
especialmente en temporadas humedas.

La contaminacién fungica, puede tener dos consecuencias principales:

- La primera, es traer aparejado un peligro para la salud humana. En ese sentido, es esencial la eva-
luacion del riesgo de ocurrencia de los diferentes peligros asociados a la contaminaciéon microbiolégica
(FAOQ. 2000), como son las infecciones y toxiinfecciones.

- La segunda es ocasionar una considerable disminucién de la calidad del producto alimenticio, al
alterar sus caracteristicas organolépticas.

En ambos casos, para de asegurar la calidad e inocuidad de este tipo de alimentos, es de vital impor-
tancia el estudio interdisciplinario para aportar esfuerzos a tales efectos. (FAO, 1999)

Si bien en numerosos productos alimenticios naturales o elaborados, se recuperan cepas flingicas con
diverso grado de resistencia al calentamiento (Tournas, V. 1984; Vincenzini, A. 1998), debe tenerse en
cuenta que el calentamiento disminuye la actividad enzimatica, altera el sabor y favorece en algunos
alimentos el incremento de la concentracion de compuestos que pueden alterar el sabor, por lo cual
éste no podra ser indiscriminado.

Un problema frecuentemente asociado a la contaminacion fungica es la presencia de micotoxinas,
metabolitos secundarios que producen algunas especies flingicas, y que pueden causar numerosos pro-
blemas a la salud humana y animal si se encuentran en los alimentos o piensos destinados a la alimen-
tacion. En frutos secos esta documentada la presencia cuando las condiciones son favorables (Lopez, C.
2000). El correcto manejo de los productos alimenticios ya sea en la cosecha como en el procesamiento
y almacenamiento es fundamental para disminuir el riesgo de contaminacion flngica y por lo tanto de
produccién de micotoxinas (Lépez-Garcia, R.1999). La disminucién del riesgo es esencial, especialmente
si se tiene en cuenta la gran variedad de efectos nocivos de las micotoxinas, que abarcan desde altera-
ciones hematolégicas a desarrollo de carcinomas (Pitt, J. 2000; Lopez C.2000).

La mayoria de las toxinas fungicas se agrupan en familias de metabolitos quimicamente relaciona-
dos. En la actualidad existen unos 300 a 400 compuestos reconocidos como micotoxinas (Bennet y Klich,
2003). Las principales micotoxinas son: las aflatoxinas, tricotecenos, fumonisinas, zearalenona, ocratoxi-
na Ay los alcaloides del ergot. Los efectos diversos producidos por estos compuestos se consideran bajo
el término de micotoxicosis. Se ha informado ademds que estas sustancias pueden provocar grandes
pérdidas econdmicas. (Micotoxinas de importancia mundial - FAO)

Las aflatoxinas (AF) comenzaron a ser estudiadas luego de la muerte de 100.000 pavos y otras aves de
corral en el Reino Unido en el afio 1960. Los estudios realizados informaron la presencia de una sustan-
cia toxica presente en la harina de mani contaminada con Aspergillus flavus. Esta harina era parte de
la dieta de los animales. Esta micotoxina, producida por dicha especie fungica, fue denominada luego
aflatoxina. Este incidente demostré la amenaza que representan las micotoxinas e introdujo en la era
moderna el estudio e investigacidon de estas sustancias (EMAN, 2003). Se pueden encontrar como con-
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taminantes naturales en el maiz, trigo, sorgo, arroz y otros cereales, asi como en oleaginosas y diversos
frutos secos. La enfermedad producida por el consumo de alimentos contaminados con aflatoxinas se
denomina aflatoxicosis (Gimeno y Martins, 2011).

Estructuralmente las aflatoxinas son derivados difuranocumarinicos. Son fluorescentes bajo la luz
ultravioleta (Rawal y col,, 2010). Las mas importantes son: AFB1 y AFB2 y AFG1 y AFG2. Las cepas toxi-
cogénicas producen principalmente AFB1. También es la mas estudiada y la mayoria de la informacion
publicada se refiere a esta toxina. Sin embargo, existen otras aflatoxinas (por ejemplo, P1, Ql, B2a, y
G2a), que se generan especialmente como productos de biotransformacion en los mamiferos (Bennet y
Klich, 2003).

Las enzimas del citocromo P450 convierten las aflatoxinas en una forma reactiva, el 8,9-epoéxido, que
es capaz de unirse tanto al ADN como a las proteinas. Se sabe que el epdxido de aflatoxina se une en la
posicion N7 de la guanina y forma aductos aflatoxina B1-ADN que pueden dar lugar a transversiones GC
a TA (Bennet y Klich, 2003).

Las aflatoxinas M1y M2 son metabolitos oxidativos de las aflatoxinas B1 y B2 producidos por los ani-
males tras la ingestidn de éstas, aparecen en la leche materna (tanto animal como humana), la orina y
las heces. La relacién entre el contenido de AFB1 en las raciones para animales y la AFM1 excretada en
la leche puede estar influenciada por la raza, la cantidad de alimento consumido, el tiempo de exposi-
cion a la toxina y el estado de salud del animal. (Landeros, Py col, 2012). En Argentina se han detectado
AFB1 y AFB2 en diferentes alimentos tanto para consumo humano como animal, lo que indica que estas
micotoxinas pueden entrar en la dieta de los animales y ser excretadas en la leche (Lépez, Cy col,, 2003)

La aflatoxina Bl es la toxina mas peligrosa por sus efectos agudos y crénicos, consecuentemente,
es la mas estudiada. La Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) la ubico en clase 1.
Las aflatoxinas son potentes hepatotodxicos y su carcinogénesis ha obligado a los gobiernos y agencias
regulatorias a establecer niveles muy bajos de tolerancia en alimentos. (Van Egmond, 2002). Se conoce
ademas que el efecto conjunto de la actividad de agua (aw) y la temperatura son importantes en la pro-
duccidn de esta toxina. En un estudio realizado por Fernandez Pinto y col. (1991) sobre la acumulaciéon
de aflatoxina B1 en soja, se determind que a valores bajos de aw (0,801 y 0,750) y distintas temperaturas
(15, 20, 25 0 37 °C) no se detecto la presencia de AFB1.

1.4. Legislacion

Muchos paises tienen regulaciones respecto a los niveles maximos permitidos de aflatoxinas en distin-
tos alimentos. La Unién Europea (EU) incorporé a los frutos secos en la Regulacién denominada Euro-
pean Commission, EC, Regulation N°1881/2006 que se presentan en la tabla 1.

Taewa 1. Niveles maximos de aflatoxinas en frutos secos establecidos por la EU

Aflatoxina B, Suma de B,, B;, G,

(ne/ke) ¥ G2
(ne/kg)

Frutos de cascara y frutos secos destinados a ser

sometidos a un proceso de seleccién, u otro tratamiento 5 10
fisico, antes del consumo humano directo o de su uso

como ingredientes de productos alimenticios.

Mani, frutos de cascara, frutos secos y productos

derivados destinados al consumo humano directo o 2 4
usados como ingredientes en los productos alimenticios.

En el Programa Conjunto FAO/OMS sobre normas alimentarias. Comité del CODEX sobre contami-
nantes en los alimentos, realizado en La Haya desde el 31 de marzo al 4 de abril de 2008, se presentd
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el trabajo denominado “Anteproyecto de plan de muestreo para la contaminacién por aflatoxinas en
almendras, nueces del Brasil, avellanas y pistachos”

En este documento se propone para:

Nueces de arbol destinadas a ulterior elaboracién.

Limite maximo: 15 ng/g total de aflatoxinas.

Nueces de arbol listas para el consumo.
Limite maximo: 8 ng/g total de aflatoxinas.

La legislacion MERCOSUR establecié en el afio 2006 los niveles maximos permitidos, comun a todos
los integrantes, mediante el Decreto N° 155/006 — MERCOSUR que se denomina: “Reglamento Técnico
sobre limites maximos de Aflatoxinas admisibles en leche, mani y maiz”. Respecto al mani indica un
valor maximo de 20 ug/kg para la suma de Aflatoxinas B1 + B2 + G1 + G2.

En la Legislacion Argentina también se fijan los niveles maximos permitidos en distintos alimentos. En
el caso de cacahuates y subproductos, este valor es de 5 pg/kg para AFB1 y 20 pg/kg para la suma de B1
+ B2 + G1 + G2 (www.micotoxinas.com.br, 2006).

1.5. Antecedentes de contaminacion por aflatoxinas en frutos secos

Freirey col. (2000) estudiaron la micoflora contaminante y los niveles de micotoxinas en pimienta negra,
pimienta blanca y en nueces de Brasil. Se aislaron 17 especies fungicas en este tipo de nuez predomi-
nando A. flavus. En las muestras consideradas de mala calidad, se determiné una concentracion de 27,1
ng/kg de AFB1y 2,1 pg/kg AFB2, (AFT de 29,2 pg/kg).

En un estudio realizado por De Mello y Scussel (2007) se evaluaron las caracteristicas externas de
las nueces del Brasil con cascara (longitud y ancho) el peso, cromaticidad y grosor de la cascara. Tam-
bién se midieron las caracteristicas internas como el contenido de humedad (mc), la contaminacidn por
aflatoxinas, analizadas por Cromatografia liquida con detector de espectrometria de masa (LC-MS /
MS) y la proporcion cascara / nuez. A estos frutos se los clasifica de acuerdo al tamario, en grupos: |, Il, y
Il (grande, mediana y pequefia, respectivamente). En el grupo Il se determiné una contaminacion con
aflatoxina B1 en niveles de 5,62 pg/kg. Estos autores concluyeron que la informacién obtenida podria
servir para distinguir las nueces sanas y seguras de las deterioradas.

En el trabajo realizado por Juany col. en Marruecos (2008) se analizaron 100 muestras de frutos secos
y nueces (20 de mani, 20 de pasas secas, 20 de higos secos, 20 de nueces y 20 de pistacho). Tanto las
nueces como el pistacho fueron las muestras que presentaron los mayores valores. Varios frutos de los
estudiados superan los valores limites establecidos por la EU.

Pacheco y Scussel (2009) evaluaron los niveles de aflatoxinas en nueces secas con cascaray sin casca-
ra. Las determinaciones se realizaron por LC-MS. Se tomaron 171 muestras destinadas a la exportacion
(108 con cascaray 63 descascaradas) de una fabrica situada en la ciudad de Manaus, Brasil. EL muestreo
se realizé de abril a mayo durante los afios 2006 y 2007. De todas las muestras analizadas de estas dos
cosechas el 8,7% (14) presentaban una contaminacién con aflatoxinas mayor a 4 pg/kg (Maximo nivel
permitido en la Unién Europea). Once correspondian a nueces con cascara y tres a muestras descasca-
radas.

En el estudio realizado por Leong y col. (2010) se estudio la ocurrencia de AFT en frutos secos, nueces
y productos comerciales elaborados con ellos. Se tomaron 196 muestras de comercios de Penang, Ma-
lasia. EL 16,3% presentdé una contaminacién con AFT en un rango de 16,6 pg /kg a 711 ug/kg (promedio
17,2-350 pg/kg). EL 33,3% de las muestras de nueces analizadas presentaron una contaminacién mayor
a los valores establecidos como limite para AFT y AFB1.
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La nuez de Brasil es un producto comercial muy importante para algunos paises de América Latina.
Con el fin de evaluar su seguridad, Pacheco y col. (2010) estudiaron la asociacion entre los niveles de
aflatoxinas y la presencia de hongos aflatoxigénicos en dicha nuez (Bertholletia excelsa H.B.K.). Toma-
ron 120 muestras de diferentes etapas de la cadena de produccién de este fruto. Evaluaron el porcenta-
je de humedad, las cepas aflatoxigénicas y el nivel de AFTs por TLC (Limite de cuantificacidn, LOQ = 1,95
pg/kg). Las muestras que dieron resultado positivo de AFTs excedieron el limite maximo permitido por
la EU (4 ug/kg) y Brasil (30 pg/kg). Ademas, todas las cepas de A. flavus determinadas resultaron aflatoxi-
génicas. Los autores concluyen que es necesario un control efectivo en términos de lograr la seguridad
alimentaria en la cadena de produccién de este tipo de nueces.

En nuestro pais se han realizado numerosos estudios sobre la ocurrencia de aflatoxinas y otras

micotoxinas en distintos sustratos como maiz, trigo, mani, alimentos balanceados, avena y forrajes,
entre otros (Dalcero y col, 1998; Gonzalez y col, 1999; Fernandez Pinto y col, 2001; Pacin y col, 2001;
Amigot y col,, 2006; Broggi y col, 2007; Gonzalez y col. 2008; Sacchi y col, 2009). Cabe mencionar que
en la busqueda bibliografica realizada no se presentan trabajos sobre la ocurrencia de aflatoxinas en
nueces de pecan producidas en Argentina.

2. Objetivos

- Determinar la posible ocurrencia de aflatoxinas en nueces de pecan cosechadas en la provincia de
Entre Rios.

- Establecer posibles relaciones entre los niveles de aflatoxina detectados y los valores de aw en las
distintas muestras.

- Asesorar a los productores sobre este tema y su implicancia para la salud humana.

- Recomendar la realizacién de analisis periddicos de estos frutos que les permita definir su comer-
cializacién tanto en nuestro pais como al exterior.

3. Materiales y métodos

3.1. Determinacion de aflatoxinas
Para la determinacion de aflatoxinas, se tomaron 40 muestras de nuez de pecan (20 por cada afio) de
distintos productores de la provincia de Entre Rios.

Las nueces desprovistas de sus cascaras se molieron con molino Decalab 18000 rpm y se pasaron a
través de un tamiz de 20 mesh. Se obtuvieron submuestras de 200 g que fueron guardadas a - 18°C hasta
su analisis.

Se pesaron 25 g de las submuestras y se agregaron 100 ml de acetonitrilo: agua (84:16) mezclando
en una licuadora a alta velocidad durante 3 minutos. El extracto se pasé a través de un papel de filtro
Whatman N° 4. Aproximadamente 5 ml del filtrado se transfirieron a un tubo de ensayo de 15 x 85 mm
y luego se agregaron 10 pl de acido acético. Este volumen de solucidn se hizo pasar por una columna
de extraccién en fase sélida (SPE) adecuada. Se tomo una alicuota de 1 mly se transfirié a otro tubo
de ensayo. Se evaporé hasta sequedad en un bafio de agua a 60°C bajo vacio. Luego se disolvié en 200
ul de hexano y se cuantificé por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Se utilizd un equipo
con muestreador automatico, desgasificador, detector de fluorescencia, bomba cuaternaria y control de
temperatura.

Se derivatizé una alicuota antes de la inyeccion, con 50 pl de una solucién de acido trifluoroacéti-
co anhidro (TFA) durante 1 minuto y luego se inyect6 al sistema HPLC. Se utilizé una columna de fase
reversa C18 con guardacolumna. La fase mavil consistié en una mezcla de agua:acetonitrilo:metanol
(70:15:15v/v/v). La velocidad de flujo fue de Iml/minuto. Se utilizéd un detector de fluorescencia ade-
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cuando las longitudes de onda de excitacién y emision a 360 nm y 440 nm, respectivamente. Se obtuvo
un cromatograma con los tiempos de retencion de las aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2 que corres-
ponden a 4.9, 9.6, 3.9 y 7 minutos, respectivamente. El limite de deteccién (LD) del método fue de 0,19
pg/kg y el limite de cuantificacion 0,3 pg/kg.

Estas determinaciones fueron realizadas en la Fundacion de Investigaciones Cientificas Teresa Bene-
dicta de la Cruz.

3.2. Determinacion de actividad de agua
La actividad de agua de cada muestra de determind mediante un higrémetro previamente calibrado
marca Rotronic (Estados Unidos), modelo Hygrolab 3, con sonda de humedad y sensor de temperatura
(figura 3). Las mediciones se realizaron a 25 °C.

Se usaron soluciones saturadas de cloruro de sodio (aw= 0,752) y cloruro de magnesio (aw= 0,330)
para la calibracién del equipo.

Ficura 3. Equipo para la determinacién de actividad de agua

Para la determinacidn se siguié las indicaciones del manual del equipo, se introdujo la muestra en la
camaray se seleccioné el método rapido Q1.

3.3. Determinacién de humedad

Para la determinacién de utilizé el equipo marca Radwag modelo mac 50/wh la muestra molida se
introdujo en la balanza y se siguieron las instrucciones del manual del equipo, el resultado se observa
en el display de la balanza. En la figura 4 se puede observar una fotografia de la balanza infrarroja uti-
lizada.
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Ficura 4. Equipo para la determinacién de actividad de agua

3.4. Recuento e identificaciéon de mohos

Se realizé el recuento de mohos en las muestras correspondientes al afio 2017, siguiendo la metodolo-
gia descripta por Tournas, Niazi, y Kohn (2015). Las nueces fueron peladas y molidas en condiciones de
esterilidad y se transfirieron 50 g de en bolsas estériles. Posteriormente, se agregaron 450 ml de agua
peptonada estéril y se agité durante 1 minuto. Se prepararon diluciones y se sembré 1 ml en placas con
agar DG18. Estas se incubaron durante 5 dias a 25 °C. Se contaron las colonias, y los recuentos se regis-
traron como unidades formadoras de colonias por gramo (UFC g-1). El recuento también fue realizado
el medio comercial Hongos y Levaduras (H y L) y en agar papa glucosa (PDA) con el agregado de rosa de
bengalay cloranfenicol (RB). El limite de deteccion de la técnica fue de 10 UFC g-1 (Pitt, J. 1997).

Las cepas obtenidas en las placas fueron repicadas en tubos con agar PDA para obtener cultivos pu-
ros, éstos fueron incubados en estufa a 25°C por 7 dias. Al cabo del mencionado tiempo de incubacién,
se obhservaron las colonias fingicas desde el punto de vista microscépico realizando un examen directo
de la colonia con colorante Azul de Lactofenol. Para mejor observacion de las caracteristicas microsco-
picas, se realizaron microcultivos de las colonias. Para esta técnica se utilizaron placas de Petri estériles,
en las que se dispuso un portaobjetos en el que se le colocd una porcién cuadrada de medio de cultivo
APD solidificado de 0,5 a 1 cm de lado. Se sembré en cada trozo de medio, una porcién del hongo a
cultivar. Se cubrié con un cubreobjetos flameado, agregando una pequefia alicuota de agua estéril a los
efectos de suministrar humedad. Se incubé a 25°C en estufa durante siete dias (Pitt, J. 1997). Luego se
realizo6 la observacion microscépica para el reconocimiento de los géneros.

En la figura 5 se observa el montaje de un microcultivo para la observacién microscépica
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Ficura 5. microcultivo

3.5. Analisis estadistico
El andlisis estadistico fue realizado utilizando el paquete estadistico InfoStat version estudiantil y Mini-
tab 16. Las comparaciones de medios se realizaron con el Test de Tukey.

4. Resultados y discusion
Las muestras fueron recolectadas de diferentes productores y comercios de la provincia de Entre Rios,
las mismas fueron rotuladas y guardadas en freezer hasta el momento de su analisis.

En la siguiente tabla se pueden observar los resultados obtenidos para actividad acuosa y micotoxinas
de las muestras correspondiente a los afios 2016 y 2017
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TasLa 2. Actividad acuosa y niveles de micotoxinas

Numero Aio Aw AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 AF totales
1 0,505 0,83 0,4 <LD <LD 1,23
2 0,462 0,46 <LD <LD <LD 0,46
3 0,496 0,63 <LD <LD <LD 0,63
4 0,478 0,19 <LD <LD <LD 0,19
5 0,452 0,35 <LD <LD <LD 0,35
6 0,439 0,42 <LD <LD <LD 0,42
7 0,464 0,45 <LD <LD <LD 0,45
8 0,449 0,76 <LD <LD <LD 0,76
9 0,445 <LD <LD <LD <LD <LD
10 0,457 1,32 0,36 <LD <LD 1,68
11 2016 0,451 0,21 <LD <LD <LD 0,21
12 0,463 8,97 23 <LD <LD 11,27
13 0,421 0,58 <LD <LD <LD 0,58
14 0,398 16,85 2,96 <LD <LD 19,81
15 0,373 0,29 <LD <LD <LD 0,29
16 0,405 0,16 <LD <LD <LD 0,16
17 0,395 0,25 <LD <LD <LD 0,25
18 0,477 0,32 <LD <LD <LD 0,32
19 0,476 0,49 <LD <LD <LD 0,49

20 0,473 0,21 <LD <LD <LD 0,21
21 0,582 <LD <LD <LD <LD <LD
22 0,592 <LD <LD <LD <LD <LD
23 0,587 <LD <LD <LD <LD <LD
24 0,566 0,73 <LD <LD <LD 0,73
25 0,566 0,74 <LD <LD <LD 0,74
26 0,576 0,69 <LD <LD <LD 0,69
27 0,526 <LD <LD <LD <LD <LD
28 0,530 _ <LD <LD <LD <LD
29 0,533 <LD <LD <LD <LD <LD
30 0,528 <LD <LD <LD <LD <LD
31 el 0,521 <LD <LD <LD <LD <LD
32 0,485 0,65 <LD <LD <LD 0,65
33 0,423 0,52 <LD <LD <LD 0,52
34 0,480 <LD <LD <LD <LD <LD
35 0,503 <LD <LD <LD <LD <LD
36 0,518 <LD <LD <LD <LD <LD
37 0,532 <LD <LD <LD <LD <LD
38 0,578 <LD <LD <LD <LD <LD
39 0,523 <LD <LD <LD <LD <LD
40 0,566 <LD <LD <LD <LD <LD

LD: limite de deteccion
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Se obtuvo un valor promedio aw de 0,492 y un maximo de 0,592. La humedad promedio resulté 3,74 %.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que del total de las 40 muestras analizadas el 62,5%
resultaron positivas para AFB1 y el 5% super6 el nivel permitido por la UE para AFB1 con un promedio
de 12,91 pg/kg.

En cuanto a la presencia de aflatoxinas, en la bisqueda bibliografica realizada no se encontraron
estudios publicados en muestras de la provincia de Entre Rios, pero en relacion a este tema en el estudio
realizado por Leong Y.H. y col. (2010) informaron la ocurrencia de aflatoxinas totales en frutos secos,
nueces y productos comerciales elaborados con estos alimentos en la regidén de Penang, Malasia. De las
196 muestras analizadas, el 16,3% presentd una contaminacién con aflatoxinas totales en un rango de
16,6 pg /kg a 711 pg/kg (promedio 17,2-350 pg/kg).

La aflatoxina B1 (AFB 1) es la toxina mas peligrosa por sus efectos agudos y crénicos, consecuente-
mente, es la mas estudiada. La Agencia Internacional de Investigacién del Cancer (IARC) la ubicé en
clase 1 (Van Egmond, 2002). Los niveles maximos de establecidos por la Unidn Europea para frutos secos
destinados a consumo humano son de 2 pg/kg de AFB1 y 4 pg/kg de aflatoxinas totales (European Com-
mission, EC, Regulation N°1881/2006).

Segun la FAOQ, la actividad de agua éptima para la proliferacién de algunas aflatoxinas es alrededor
de 0,99; siendo el valor maximo de al menos 0,998 y el minimo, aun sin determinar con precision, pero
segun Pitt y Miscamble (1995) es aproximadamente 0,82.

Los efectos de la actividad de agua y de la temperatura, se han notificado valores éptimos para el
crecimiento y para la produccion de toxinas de aproximadamente 30°C y 28°C, respectivamente.

Los valores de aw que los diversos grupos de hongos necesitan para crecimiento y produccién de
aflatoxina, varia de acuerdo con el sustrato y la temperatura (Gimeno, 2002).

En base a otros datos publicados, la mayor parte de los hongos se desarrollan a partir de valores de
aw de 0,70, siendo raro que haya hongos que germinen con valores de aw entre 0,60 y 0,70. Por otro
lado, la produccién de micotoxinas es nula o muy baja con aw inferior a 0,85 y no obstante el crecimien-
to de mohos toxicogénicos ya se puede producir en un intervalo de aw de 0,70-0,85 (www.engormix.
com/micotoxinas/articulos/principales-factores-condicionantes-desarrollo-t26065.htm). Analizando los
resultados obtenidos de aw de las muestras analizadas, se observa que la aw promedio es inferior a los
valores minimos publicados para el desarrollo de aflatoxinas.

En la figura 6 se presenta el cromatograma obtenido para los estandares de aflatoxinas y las mues-
tras 24y 25.
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Ficura 6. cromatograma obtenido para los estandares de aflatoxinas, muestra 24 y muestra 25

A continuacién, se muestran graficos de minimos y maximos para los niveles de aflatoxinas en las
muestras correspondientes a los afios 2016 y 2017. (Figuras 7 y 8)
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Aflatoxinas totales 2016 (ug/kg)

20,80+

15,357

9,90

AFT 2016 (ug/kg)

4,46

us

-0,99 T T

Ficura 7. Niveles de micotoxinas totales en muestras de nuez pecan correspondientes al afio 2016

Aflatoxinas totales 2017 (ug/kg )

0,784

0,577

0,37

AFT 2017 (ug/kg)

0,17 N

-0,04 T T
Ficura 8. Niveles de micotoxinas totales en muestras de nuez pecan correspondientes al afio 2017

En el grafico se muestra un valor maximo de 19,81 pg/kg para aflatoxinas totales en las muestras del
afio 2016 y 0,74 pg/kg para el afio 2017. Si bien no se han realizado estudios, segun la bibliografia con-
sultada, las diferencias climaticas durante la formacion de la nuez podrian ser la causa de un aumento
de la aw y el desarrollo del hongo con produccién de las micotoxinas.

El desarrollo de la nuez ocurre desde la etapa de cuajado y transcurre durante los meses de verano.
Primero se da un crecimiento rapido de la nuez, sin producirse el llenado de la parte comestible (em-
brién), y luego hacia fines del mes de enero comienza el llenado que se prolonga hasta mediados a fines
de marzo, aproximadamente 19 semanas después de la polinizacidn. Luego de la etapa de llenado de la
nuez, comienza lo que se denomina “rajado de cascara” o ruezno. Esta etapa, que es parte del proceso
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de maduraciodn, se da hacia fines de abril principios de mayo y es la etapa de inicio de la cosecha. Las
lluvias persistentes en estos meses podrian ser la causa de la produccion de las micotoxinas en los frutos
comestibles (AINIA, 2014).

En cuanto a las precipitaciones en el semestre anterior al de la cosecha 2016 se registré un valor de
1257,6 mm, y en el anterior al de la cosecha 2017, 889,3 mm (Ramos y col.,, 2018). Esto podria ser debido
a que en el afio 2016 se produjo el fendmeno del nifio, que se caracteriza principalmente por la alta
cantidad de precipitaciones y alta humedad ambiental, en éstas condiciones puede haber mayor creci-
miento de hongos y habria mayor probabilidad de produccién de micotoxinas.

Considerando la variabilidad climatica en nuestro pais es importante, una vez alcanzado el estado
de madurez, concretar la cosecha cuanto antes y proceder al proceso de secado. Este proceso fue estu-
diado por Varela y Takata (2013), quienes tomaron muestras de 20 frutos de la cosecha de cada arbol
en una plantacién en la Republica Oriental del Uruguay y controlaron la variacién en el peso a lo largo
del tiempo. Esto permitié corroborar que en condiciones de alta humedad ambiente los frutos absorben
humedad del aire. Los pesos obtenidos en dias de humedad elevada fueron mayores que los obtenidos
en dias secos.

La humedad relativa del aire en el lugar de almacenamiento de las nueces debe mantenerse en 65%
para alcanzar y mantener el contenido ideal de humedad en las mismas (aproximadamente 4%). Si es
mas alta, la nuez puede absorber cantidades excesivas de humedad de aire, pierde textura y se hace
susceptible al ataque de mohos y la produccién de micotoxinas (AINIA, 2014).

Para estudiar el efecto de la aw se realiz6 la prueba de correlacién de Spearman.

Para las muestras del afio 2017 el coeficiente de correlacidn de Spearman, fue de -0,02 y para las del
afo 2016 0,17, lo que indica que no existe correlacién en ninguno de los dos casos.

Correlacién de Spearman

Variable (1) Variable (2) n Spearman p-valor
Aw AFT 20 -0,02 0,9472
Variable (1) Variable (2) n Spearman p-valor
aw 2016 AFT 2016 20 0,17 0,4817

En cuanto a la evaluacién de la calidad micolégica se estudiaron las muestras del segundo periodo,
los resultados de los recuentos se presentan en la siguiente tabla.
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TasLa 3. Recuento de mohos en diferentes medios de muestras de nueces pecan del afio 2017

R Medif) de | Log | Resultado % fle | e Muestra MedifJ de | Llog | Resultado % fle .
cultivo | UFC/g | ANOVA | contaminacién cultivo | UFC/g ANOVA contaminacion

HyL 1 B HyL 148 B

21 RB 1.6 B 100 31 RB 2.57 A 100
DG18 2.97 A DG18 148 B
HyL 2.23 B HylL 1.95 A

22 RB 2.56 B 100 32 RB 1.78 A 100
DG18 3.33 A DG18 1.85 A
HyL 1.48 A HyL 3.03 A

23 RB 148 A 100 33 RB 2.76 A 100
DG18 2.04 A DG18 3.03 A
HyL 2.68 A HyL 2.63 A

24 RB 267 A 100 34 RB 3 A 100
DG18 2.86 A DG18 2.99 A
HyL 311 A HyL 17 A

25 RB 347 A 100 35 RB 2 A 50
DG18 345 A DG18 1.60 A
HyL 2.72 A HylL 2.51 A

26 RB 2.71 A 100 36 RB 2.60 A 90
DG18 2.69 A DG18 2.62 A
HyL 1.30 A HyL 1.30 B

27 RB 1 A 100 37 RB 1.60 AB 100
DG18 1.60 A DG18 1.85 A
HyL <1 A HyL <1 A

28 RB 1 B 100 38 RB 1 A 100
DG18 1.48 C DG18 316 A
HyL 2.08 A HyL 1.48 A

29 RB 1.95 A 100 39 RB 1.30 A 100
DG18 215 A DG18 1.60 A
HyL 1.90 A HyL <1 B

30 RB 1.78 A 100 40 RB 1 A 100
DG18 1 A DG18 1.30 A

LD: limite de deteccién
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los medios de cultivo (p<0,05)

EL 90% de las muestras analizadas resulté con una contaminacion del 100%, si bien los recuentos de
mohos no fueron elevados.

En la mayoria de las muestras no existe diferencia significativa (p<0.05) entre los diferentes medios
ensayados por lo que el recuento puede ser realizado en cualquiera de los tres medios utilizados en
este estudio.
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Los recuentos mas altos en el medio DG18 indican que la mayoria de los mohos presentes son capa-
ces de crecer en condiciones de baja actividad de agua. Estos valores son similares a los encontrados
por Tournas y col. (2015) en nuez pecan estudiadas en los Estados Unidos.

En la figura 9 se pueden observar los promedios de los recuentos en los distintos medios de cultivos,
expresados en log UFC g-1.

Recuentos de mohos en los disintos medios de cultivos

log UFC. g-1

DG18 HyL RB
Medios de cultivo

Ficura 9. log UFC g-1 en diferentes medios de cultivos

El test de Tukey utilizando los datos de la figura 9 indica que existen diferencias significativas (p>0.05)
en los medios RBy Hy L con respecto al DG18, lo que indica que este medio es el que permite el mayor
crecimiento de los mohos.

En cuanto a la identificacién de los géneros, se observaron las caracteristicas descriptas de los si-
guientes mohos, las mismas se observaron en microscopio éptico Nikon Eclipse E 200 con camara TV
LENS 0.55X DS NIKON (JAPAN) y se obtuvieron las fotografias, algunas de las cuales se presentan en las
figuras 10, 11 y 12. Estas caracteristicas coinciden con las descriptas por Comerio en http://uniciencia.
ambientalex.info/infoCT/Honprenuepecar.pdf

Aspergillus
Se observaron conidi6foros con el apice ensanchado (vesicula), con uno o dos niveles de ramificacién.
Las colonias presentaron crecimiento rapido, de color blanco, amarillo, castafio, negras, o verdosas.

Ficura 10. fotografia de Aspergillus spp. Ampliado 400x
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Penicillium

Se observan conidiéforos con forma de pincel, presentando uno dos o tres niveles de ramificacion. Las
colonias muestran color en tonos de verde. En la figura 9 se puede observar una fotografia tomada des-
de el microscopio

Ficura 11. fotografia de Penicillium spp. Ampliado 400x

Alternaria
Las colonias se desarrollan rapidamente y pueden ser negras o grisaceas. Presenta conidios pigmenta-
dos, con septos transversales y longitudinales que se ubican en cadenas a menudo ramificadas.

Ficura 12. fotografia de Alternaria spp. Ampliado 400x

Mucor
Presenta colonias de rapido desarrollo, algodonosas. La altura de las mismas puede variar desde unos
pocos milimetros a algunos centimetros.

Costa Baquido y col. (2012), quienes analizaron muestras de nueces de Brasil y de suelo, observaron un
aumento en el nimero de UFC/ g de Aspergillus flavus al aumentar el tiempo de contacto de las nueces
con el suelo. En esta investigacidn, el contacto con el suelo fue probablemente la fuente mas importante
de infeccién de nueces del Brasil. Se encontraron cepas aflatoxigénicas del moho. La recoleccion de las
nueces del suelo, podria ser la causa de contaminacion de las mismas cuando se recolectan del suelo.

Conclusiones
Los resultados obtenidos del estudio de aflatoxinas en nuez pecan, donde se encontré que de las 40 mues-
tras analizadas el 62,5% resultaron positivas para AFB1, el 5% super6 el nivel permitido por la UE para AFB1

con un promedio de 12,91 pg/kg y la presencia de AFB2 en dos muestras analizadas con un valor maximo
de 2,96 pg/kg, indican que estos productos alimenticios no son seguros para la salud de la poblacién. Los
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valores de actividad de agua en el producto comercial (menores a los necesarios para la produccion de
micotoxinas) indican que no es en el almacenamiento de las nueces donde se producen, sino en etapas
anteriores donde la contaminacion flngica dispone de agua necesaria para su produccién. Resulta nece-
sario que se establezcan medidas de prevencidn para evitar la presencia de estos metabolitos que tienen
efectos cancerigenos comprobados. Es necesario continuar con estas investigaciones asi como plantear
trabajos conjuntos con otras instituciones como agrupaciones de productoresy el INTA, con la finalidad de
prevenir la contaminacién con mohos toxicogénicos y la produccién de micotoxinas.
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