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APLICACION DE LA EMISION FLUORESCENTE PARA
LA DETECCION DE TOXINAS CARCINOGENICAS EN
CASTANAS PELADAS PARA EXPORTACION

S. Reategui S.", A. Guzman D.", O. Santisteban R.2, R. Pizarro C.", W. Bonilla V.3,
C. Galarza, A.®

RESUMEN

El arbol de la castafia, Bertholettia excelsa, ademés de proveer un fruto rico en todo tipo de nutrientes
para la salud humana, contribuye con la conservaciéon ambiental. La temperatura y humedad del medio
en el que crecen y se les recolecta, aunado al inadecuado manejo de los frutos; durante la cosecha,
post cosecha, procesamiento y almacenaje; favorecen la infeccion fangica y la produccion de derivados
difuranocumarinas, conocidos como las Aflatoxinas (AFs) B,, B,, G, y G, cuya identificacion se deriva
de los colores azul y verde de la fluorescencia que emiten al ser expuestos a la luz ultravioleta (UV).
Se evalud el uso de una fuente de excitacion UV como parte de un sistema que permita reconocer la
fluorescencia emitida, por las Castafias de Brasil; haciendo mas facil y répida la separacion de aquellas
que estén contaminadas por AFs. La seleccién mediante la deteccion de la emisién fluorescente dependera
del tipo de detectores y sensores usados.
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APPLICATION FOR FLUORESCENT EMISSION TOXIN DETECTION
CARCINOGENIC PEELED CHESTNUTS FOR EXPORT

ABSTRACT

The Brazil Nut Tree, Bertholettia excelsa, while providing a fruit rich in all kinds of nutrients for human
health, contributes to environmental conservation. The temperature and humidity of the environment in
which they grow and are harvested, coupled with inadequate management of fruits, at harvest, post harvest,
processing and storage; favor fungal infection and the production of derivatives difuranocumarinas, known
as the aflatoxins (AFs) B1, B2, G1 and G2 whose identification is derived by the blue and green color
emitted from the fluorescence when exposed to UV light. In this paper, it has been evaluated the use of
a UV excitation source as part of a system to recognize the fluorescence emitted by the Brazil Nut Tree;
making the separation easier and faster from those which are contaminated by FAs. The selection by
detecting fluorescent emission depends on the type of detectors and sensors used.

Keywords: Aflatoxins, chestnuts, fluorescence, difuranocumarinas, post harvest.

I. INTRODUCCION

Las castafias o también llamadas nueces
de Brasil, Bertholettia excelsa, son semillas
que provienen de arboles que, buscando
luz, emergen hasta 20 m sobre el dosel
del bosque tropical humedo de la cuenca
amazonica. Asimismo, la castafa tarda,
aproximadamente, 45 afos para dar frutos y

no puede ser cultivada en plantaciones, pues
requiere de otras especies del bosque para
la polinizacién y produccion de frutos. Des-
de el punto de vista nutritivo, la castafia es
considerada como un alimento termo génico,
donde su composicion incluye alrededor de
60 a 70% de un aceite de alta calidad y 17%
de proteinas ricas en aminoacidos esen-
ciales y metionina. También, es una de las
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semillas que contiene niacina, vitamina E y
vitamina B,; elementos minerales como Ca,
Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, S, K, Nay P; ademas de
ser uno de los pocos productos comestibles
con un alto contenido de Se. Todo esto, hace
que esta semilla sea uno de los productos
que aporta valor real a las exportaciones,
tanto por la cantidad de castafia como por
sus productos derivados comercializables.
Sin embargo, la presencia de aflatoxinas
(AFs) se constituye en un los mas serios
problemas que la castafa afronta, haciendo
que la industria en la que esta se sustenta
sea sometida a regulaciones estrictas sobre
el contenido de micotoxinas en las nueces
que se exportan a los paises desarrollados.

Aflatoxinas!"? (AF) viene de juntar, en una
sola palabra, la letra A por la letra inicial del
genero Aspergillus; FLA por las letras inicia-
les de la especie flavus y el termino toxina
que significa veneno.

Sin embargo, son dos los tipos de hongo,
A. flavus y A. parasiticus, los que al invadir
los productos alimenticios de ciertas cose-
chas; producen metabolitos secundarios
conocidos como AFs. Estos son derivados
difuranocumarinicos y la nomenclatura de
cuatro de sus estructuras, que se identifican
como AFB,, AFB,, AFG, y AFG,, se refieren
a la fluorescencia azul (B, de blue) y fluores-
cencia verde (G, de green); cuando se les
observa bajo luz ultravioleta a 365 nm. Los
subindices 1y 2 indican la mayor movilidad
de las AF, en relacion a los AF,; en una se-
paracion cromatogréfica y, de las veinte AFs

diferentes, identificadas hasta hoy, solo las
AFs B,, B,, G,y G, (Fig. 6), se originan de
manera natural en sustratos contaminados
por Aspergillus aflatoxigénicos; las demas
AFs (M, M,, P, Q,, aflatoxicol, etc.) son pro-
ductos metabolicos de sistemas microbianos
o animales. De todas las identificadas, la
AFB, es la mas frecuente y tdxica. Asi mis-
mo, mientras las toxinas tipo B se originan
de la fusion de dos anillos; una lactona y una
ciclopentanona; las toxinas tipo G contienen
un anillo lactona fusionado, en lugar del
anillo ciclopentanona.l"® En relacién a su in-
cidencia, de todos los productos alimenticios;
la nuez de Brasil es un sustrato en el que
los hongos producen altos niveles de AFs 'y
donde sélo algunas semillas pueden estar
exentas de hongos y toxinas o, encontrarse
altamente contaminadas. La temperatura
y humedad del ambiente en el que crecen
las castanas, el inadecuado manejo de los
frutos; durante la cosecha, post cosecha,
procesamiento y almacenaje; favorecen
la infeccion fungica, donde las muestras
contaminadas por AFs pueden contener
pequefio porcentaje, otras una alta propor-
cion y algunas estando libre de hongos y
toxina pueden estar muy contaminadas!.
Al aplicar la remocion fisica, para separar las
semillas sanas de las enfermas, se debera
considerar estas particularidades como la
base del manejo de su contaminacién; ya
que si una sola semilla contaminada esta
incluida en una muestra para analisis, ésta
tiene un gran impacto sobre el contenido de
AFs a medirse.

Aflatoxinas

CH3

Figura N.° 1 Nuez de Brasil infectada por A. Flavus en condiciones de almacenaje deficientes.
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Tabla N.° 1. Puntos de Fusion y Absorcion Ultravioleta de las Aflatoxinas®

Absorcion Ultravioleta (etanol)
Aflatoxina Punto de Fusion (°C)

Amax (nm) e (L mol" cm™)

B1 268-269 (descomposicion) 223 25600

(cristales a partir de cloroformo) 265 13400

362 21800

B2 286-289 (descomposicion) 265 11700

(cristales a partir cloroformo-pentano) 363 23400

G1 244-246 (descomposicion) 243 11 500

(cristales a partir de cloroformo-metano) 257 9900

264 10000

362 16 100

G2 237-240 (descomposicion) 265 9700

(cristales a partir de acetato de etilo) 363 21000

La identificacion del color, por su parte, es
usada para la deteccion 6ptica de las nue-
ces dafadas; sea este realizado en forma
manual o electronica. La primera es lenta,
usa las manos y el ojo humano. En lugares
donde el costo de la mano de obra ha crecido
se han introducido técnicas automatizadas.
En lo que a clasificacion se refiere, la mo-
dificacion de las caracteristicas visuales y
bioquimicas®®7], tales como: la decoloraciéon
o manchado de la epidermis, cambios en la
transmitancia y reflectancia relacionados con
la aparicion de fluorescencia, variacion en
la forma, densidad y tamafio o cambios en
el sonido; se consideran como la expresion
del crecimiento de hongos en nueces y es
en base a dicha informacién, que se han
propuesto y ensayado tecnologias que
buscan detectar el dafio, causado por el
micelio del hongo, para remover las nueces
contaminadas por aflatoxina. Al respecto,
Robin® considera que la micelizacién produ-
ce la hidrdlisis de macromoléculas como las
proteinas, lipidos y polisacaridos; liberando
amino acidos, acidos grasos y azucares sim-
ples. La deteccion de estos cambios permite
conocer el lugar de formacion del micelioy la
probable produccién de la micotoxina; pero
como la presencia del hongo no asegura
su formacion, algunos investigadores han
establecido correlaciones entre los cambios
que se producen en las nueces y el conte-
nido de micotoxina. De ahi que, cambiar
la imagen del producto requiere que las

investigaciones que se realicen brinden la
informacion necesaria sobre las acciones
que deben realizarse para eliminar riesgos
a la salud por su consumo. Implementar,
en las plantas procesadoras formas fiables
para su identificacion y procedimientos,
que ayuden a diferenciar y eliminar nueces
contaminadas, requieren de inversion en
capacitacién y tecnologias que se conside-
ren mas eficientes. En tal sentido y con la
finalidad de superar este inconveniente, las
empresas exportadoras se han propuesto
realizar acciones que se ajusten a las nue-
vas regulaciones de la Union Europea (EU)
y que les permitan reducir sustantivamente
el nivel de AFs en sus productos de expor-
tacion, considerando el Reglamento de la
EU, N° 165/2010 del 26/02/2010. En este
proyecto se busca establecer criterios para
el monitoreo de las semillas cuya composi-
cion ha sido alterada por el crecimiento de
hongos y contaminadas por AFs. La aplica-
cion del método considera la instalacion de
un sistema de clasificacion que procese la
castafna, sistematica y secuencialmente, al
diferenciar adecuadamente los colores de
la fluorescencia que emiten al ser ilumina-
das con luz UV. Para el control del sistema
de Deteccion de la contaminacion en las
castafas, se empled un sistema optico que
incluye al espectrometro, a la fibra 6ptica
como sensor y al software de adquisicion
de informacioén.
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Il. PARTE EXPERIMENTAL

Los frutos del arbol de la Nuez de Brasil es-
tan formados por un epicarpio lefoso; dentro
del cual, aproximadamente, se encuentran
diez semillas cubiertas por una capa me-
nos gruesa que protege a la nuez. Estas
proceden de Puerto Maldonado, ciudad en
la que los acopiadores las compran, a los
lugarefos, ya sea descascaradas (CD) o con
cascara (CP). En dicha ciudad las nueces
CD son tratadas térmicamente con el fin de
disminuir la contaminacién por hongos; ya
que el descascarado se realiza en forma
artesanal. Las nueces CP, por su parte, son
peladas aplicando procesos controlados en
autoclave. Ambos tipos de nueces son trasla-
dados a Lima las que luego de ser limpiadas
y seleccionadas, de acuerdo a su calidad y
tamafo, son secadas, en hornos, a 90°C y
por periodos de dos horas. Finalmente, son

Fig. N.° 2. Blogue de comunicacion entre Espectrémetro
y Software LabView

La Interface del Espectrometro StellarNet
y el software SpectraWiz permiten lograr el
funcionamiento perfecto del equipo y el soft-
ware. Luego, mediante el Software LabView
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envasados, al vacio, y enviados a los paises
de destino.

Equipos e Instrumentos: Para la identificacion
de la fluorescencia emitida por las Castafas
de Brasil, se utilizaron el Espectrémetro Este-
larNet Black- Comet C (190-850nm), fuente de
luz ultravioleta SL1-LED de 390 nm, lampara
UV portatil de 365 nm y 254 nm, fibra optica
F1000-UVVis-SR-1, software SpectraWiz para
la deteccion del espectro y entorno grafico
basado en Labview 2012. Los ensayos para
el control del Sistema de Deteccion de la
contaminacion en las castanas, se realizaron
luego de ensamblar, con el software, el sistema
de deteccion optica del espectrometro Spec-
traWiz y el Software LabView, del fabricante.
Para ello se empled un sistema 6ptico con-
formado por el espectrémetro, la fibra dptica
como sensor y el software de adquisicion de
informacién. (Figura N.° 2).

Fig. N.° 3. Blogue de la comunicacion USB Espectro-
metro y Software Labview.

se realiz6 la misma adquisiciéon de informa-
cion; pero dirigido al control independiente
de la sefial para poder accionar dispositivos
electronicos externos. (Figura N.° 3)
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Fig. N.° 4. Interface Gréfica de las Pruebas de Adquisi-
cion de Datos de la Luz UV 365nm

La adquisicion de data analdgica y conversion
digital fue implementada en una interfaz gra-
fica, obteniéndose el espectro de excitacion
(Figura N.°4) para una fuente UV 365 nm.
En la figura N.° 5 se observa la geometria del
sistema de deteccion en modo reflectancia.

lll. RESULTADOS

Aplicando el sistema de adquisicion desarro-
llado; se registraron, en modo reflexion, los
espectros de fluorescencia correspondientes
ados zonas primarias La primera corresponde
a la energia de excitacion UV (190 a 400 nm)
y la segunda pertenece a la zona de emision
fluorescente (400 a 1100 nm). Se espera
que, cuando las castafias contaminadas por
Aflatoxinas sean expuestas a la radiacion UV
de 365nm, se produzca una emision fluores-
cente predominante, como resultado de las
emisiones caracteristicas desplegadas por
cada una de ellas. La B1 (362 nm y e 21800
L mol-1 cm-1), la B2 (363 nm y e 23400 L
mol-1 cm-1), la G1 (362 nm y e 16100 L
mol-1 cm-1) y la G2 (363 nm y e 21000 L
mol—1 cm—1). En el espectro de emision fluo-
rescente de una castana tipo CP (Fig.N.° 6),
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Fig. N.° 5. Geometria del sistema de deteccion en modo
refleccion

estan ausentes las sefiales caracteristicas
de las AFs B1, B2, G1 y G2. En el espectro
de emision fluorescente (Fig. N.° 7) de una
castana tipo CD la respuesta es diferente. En
él se observa que una intensidad de 5x103
de cuentas corresponden a una longitud de
onda de 500 a 525 nm que pertenece a una
fluorescencia verde-azulada de la castaia. Es
este fendmeno luminiscente el que se busca
reproducir a través del sistema de adquisicion
visual. Sin embargo, debido a que la aplica-
cion de la técnica de deteccion fluorescente,
en modo reflexién, opera en funcién de los
limites de deteccion instrumental y niveles
de concentracion; se percibieron algunos
inconvenientes producidos por el defecto
implicito y; por la calidad de los detectores y la
fuente (Figs. N.° 6y 7). Segun Forno%, una
forma que permite diferenciar la presencia
0 ausencia de las AFs en la castafa pelada;
es recurrir a un disefio estadistico donde se
aplica el analisis multivariante para las longi-
tudes de onda que corresponden a 441 nm
y 496 nm. Mediante un ajuste de regresiones
lineales y correlacionales se realiza el ana-
lisis diferencial que permite la detecciéon de
aflatoxinas en estas dos regiones.
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Figura N.° 6. Espectro de Fluorescencia de Castafia Sin Contaminacion por Aflatoxinas
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Figura N.° 7. Espectro de Fluorescencia de Castafia Contaminada por Aflatoxinas

IV. DISCUSION DE RESULTADOS

El sistema de control de calidad no emplea
la zona primaria de emision fluorescente
y, contrariamente, ha sido disefiado para
evaluar la intensidad del espectro de fluores-
cencia perteneciente a regiones diferentes
de aquellas que, de manera clasica, han
permitido identificar a las Aflatoxinas. Para
ello, se evalua la calidad de la emision y
se establece una correlacion directa con la
presencia o ausencia de AFs. Esto permite
poner en evidencia las modificaciones pro-
ducidas por la presencia de los hongos y
la produccién de sus micotoxinas, los que
al actuar sobre los componentes primarios
y/o secundarios de la castafia, alteran sus
emisiones espectrales luminiscentes. Los
limites de deteccidn, para la determinacion
de AFS contenida en la castafa pelada para
exportacion mejoran, considerablemente,
mediante su aplicacion inversa. EI empleo
del sistema optico; conformado por el es-
pectrémetro, la fibra 6ptica como sensor y
el software de interface; permiten la adqui-

80

sicion de la data e identificaciéon espectral,
“in situ”, de la fluorescencia caracteristica
emitida por la muestra; cuando ésta es
sometida a una fuente de energia externa,
tal como la fuente de excitacion UV, nm.
Mediante esta informacion ha sido posible
detectar la emision fluorescente caracteris-
tica, producida por la presencia de las AFs
B,. B,, G, y G,, presentes en las semillas
cuya composicion ha sido alterada por el
crecimiento de hongos. La longitud de onda
de las emisiones fluorescentes, que emite
la semilla que ha sido atacada por hongos
(enferma), difiere sustantivamente de una
semilla sin AFs y sirve de analisis superficial
rapido, dentro de los limites de deteccion
instrumental empleado.

V. CONCLUSIONES

El sistema implementado, para la seleccion
de castafias peladas, permite diferenciar
entre castanas afectadas por las AFsy las
sanas. Se comprueba la relacién que existe
entre la emision fluorescente, producida por



los fitoquimicos alterados debido a la pre-
sencia de las AFs, y la emision de aquellas
nueces cuyos componentes no han experi-
mentado cambio alguno.
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