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L. 1. AFLATOXINAS: GENERALIDADES
L. 1. 1. Concepto y origen

Las aflatoxinas (AF) forman parte del amplio grupo de metabolitos
secundarios téxicos producidos por hongos filamentosos, conocido genéricamente

como micotoxinas [Goto, 1990].

Solo ciertas cepas de Aspergillus flavus y A. parasiticus son capaces de
sintetizar aflatoxinas, cuando las condiciones ambientales y nutricionales son las
adecuadas [Pohland y Wood, 1987; Nahm, 1990]. No obstante, las cepas aflatoxigénicas del
género Aspergillus son muy comunes y estin ampliamente distribuidas en la
naturaleza, sobre todo en zonas de clima calido y hiimedo. Esto aumenta en gran
medida el riesgo de contaminacién de alimentos por hongos capaces de sintetizar
estas sustancias, fundamentalmente en el caso de que las condiciones de

almacenamiento de esos alimentos no sean las adecuadas [Pohland y Wood, 1987].

La funcién biolégica de las aflatoxinas, como la de la mayoria de los
metabolitos secundarios, no estd clara. Se trata de compuestos de bajo peso
molecular, que se acumulan después de la fase de crecimiento del hongo y que no

son esenciales para la vida de éste {Bennet y Bentley, 1989; Moss, 1992},

Se conocen mds de una veintena de aflatoxinas distintas pero relacionadas
estructuralmente. Estas toxinas provienen tanto del metabolismo de los hongos
aflatoxigénicos como de las transformaciones que sufren estos compuestos al ser
ingeridos y metabolizados por los animales [Pohland y Wood, 1987]. Sin embargo, la
mayor parte de los estudios realizados sobre estas micotoxinas, desde su
descubrimiento hasta la actualidad, se han referido fundamentalmente a las

aflatoxinas B,, B,, G,, G,, M, y M, [(Butler, 1974; Pohland y Wood, 19871,

Las cuatro primeras toxinas pueden encontrarse en numerosos tipos de

alimentos y en proporciones variables; si bien la AF B, aparece de forma general
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en mayor cantidad que las otras, siendo ademds la que presenta un poder toxico
mas alto [Pohland y Wood, 1987; Palgrem y Hayes, 1987; Goto, 1990]. Estas cuatro aflatoxinas
han sido consideradas responsables de intoxicaciones en animales por consumo de
alimentos contaminados desde los afios sesenta [Asplin y Carnaghan, 1961; Blount, 1961;
Loosmore y Harding, 1961}, aunque hay algunas evidencias que sugieren la intervencion
de estas micotoxinas en procesos de intoxicacién registrados antes de esas fechas

[Newberne y col., 1985; Burnside y col., 1957].

La AF M, es el primer producto conocido procedente de la metabolizacion
de las aflatoxinas por parte de los animales. Allcroft y Carnaghan, entre 1962 y
1963, descubrieron que vacas alimentadas con harina de cacahuete contaminada
con AF B, secretaban en la leche un factor téxico, con efecto similar al de la
aflatoxina ingerida en anilisis empleando patitos de un dia [Alicroft y Carnaghan, 1963].
En estudios posteriores se comprobé que tanto la AF M, como la AF M, se podian
aislar de la leche, orina, higado y rifién de varias especies de animales, incluido el

hombre, asi como de maiz y cacahuetes contaminados por hongos [Allcroft y col., 1966;
Holzapfel y col., 1966; Campbell y col., 1970; Krogh y col., 1973; Coulter y col., 1984; Heiferich y col.,
1986].

I. 1. 2. Estructura

La estructura quimica de las aflatoxinas B, y G,, evidenciada por Asao y col.
en 1963, estd constituida por la fusién de un nucleo cumarinico y otro bifurano a
los que se afiaden una pentanona en el caso de la AF B, y un anilio ciclohexanoico
en la AF G,. La AF B, v AF G, son dihidroderivados de la AF B, y AF G,

respectivamente {Palmgren y Hayes, 1987).

La mayoria de las restantes aflatoxinas descritas proceden también de la
hidroxilacién en diferentes puntos de la estructura molecular de las cuatro
aflatoxinas principales. Tal es el caso de la AF M, y de la AF M,, derivados
4-hidroxilados de la AF B, y AF B, respectivamente [Palmgren y Hayes, 1987}

(Figura I.1.).
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La parte mds reactiva de la estructura de las aflatoxinas es el anillo Jacténico.
Por otro lado, la existencia de un nucleo bifurano confiere a las moléculas de
aflatoxina una gran rigidez, lo que favorece la interaccién con algunos componen-

tes celulares [Palmgren y Hayes, 1987).

Figura [.1. Estructura quimica de las principales aftatoxinas.
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I. 1. 3. Actividad bioldgica

La importancia de las aflatoxinas reside en sus efectos nocivos para la salud
de los animales y del hombre ya que se trata de sustancias que pueden actuar
como agentes tOxicos, carcinogénicos, teratogénicos, mutagénicos e inmunosupre-

s0res.

Los primeros andlisis sobre la toxicidad aguda de las aflatoxinas se
realizaron en 1961 por Sargeant y col., empleando patitos de un dfa. A partir de
entonces los numerosos estudios llevados a cabo, fundamentalmente con la AF B,
por su mayor poder téxico y frecuencia de aparicién, han establecido el caracter
predominantemente hepatotéxico de estas sustancias, tanto en sus efectos agudos

como croénicos [Butler, 1969, 1984; Palmgren y Hayes, 1987].

La toxicidad aguda de las aflatoxinas se produce por ingestién de dosis muy
bajas si se comparan con otros téxicos y cursa generalmente con necrosis
periportal, hemorragias, degeneracidn grasa del higado y muerte del animal. Las
lesiones hepiticas y los sintomas generales que acompanan al proceso hepatotéxico

varian en las distintas especies animales [Butler, 1974].

Las propiedades carcinogénicas de las aflatoxinas (siempre refiriéndonos en
mayor medida a la AF B,) se han caracterizado en la mayoria de los sistemas
biologicos, comprobdndose que el consumo de dietas contaminadas de forma
natural o la administracion de las aflatoxinas por distintas vias inducia la aparicién
de tumores hepéticos en la mayoria de los animales (peces, aves, roedores,
carnivoros y primates) [Palmgren y Hayes, 1987; Goto, 1990; Wogan, 1992]. No obstante, las
aflatoxinas también pueden producir alteraciones en rifién, aparato digestivo,

cerebro y sistema inmune [Krogh, 1989].

En este sentido, y aunque los estudios sobre la AF G, han sido maés
limitados, parece ser que esta toxina es capaz de inducir con mayor frecuencia que

la AF B, tumores renales, a pesar de que su actividad toxica es relativamente
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menor {Butler, 1984].

La comparacién cuantitativa del potencial carcinogénico de la AF B, en
diferentes especies animales puede establecerse mediante el cdlculo de la TDj,, es
decir, el nivel de dosis con el cual se espera que el 50% de los animales testados
desarrolien un tumor especifico. La Tabla I.1. recoge la TD;, obtenida en diferentes

estudios con roedores {Wogan, 1992].

Tabla [.1. TD,, via oral de la AF B, en distintas variedades de rata y ratén [Wogan, 1992].

TDy, (ug/Kg PV y dia)

Especie o L
Rata Fischer 13 7.5
Rata Wistar 58 69
Rata Porton 31 12°5
Ratén C3H >70
Ratén Swiss 53

Con respecto a la AF M, existen varios trabajos sobre sus efectos toxicos en
animales de laboratorio. Sin embargo, comparado con la AF B,, 1o que se conoce
de su toxicidad es relativamente poco. Esto se debe a que en principio no fue facil
contar con suficiente cantidad del compuesto puro como para realizar estudios de
toxicidad con gran mimero de animales y a largo plazo. Por este motivo, la
mayoria de los ensayos con AF M, han sido disefiados para periodos de exposicion
cortos 0 a medio plazo [Van Egmond, 1991]. No obstante, existen varias publicaciones
sobre métodos de obtenciéon de forma natural de la AF M,, ya que las mezclas
sintéticas utilizadas en algunas experiencias de toxicidad han demostrado una

disminucién en el poder téxico de la sustancia [Hsieh y col., 1986].

Las investigaciones realizadas han puesto de manifiesto que la DL, via oral
para patitos de un dia en el caso de la AF M, es muy similar a la de la AF B,

(Figura 1.2.) [Holzapfel y col., 1966; Purchase, 1967].
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Figura [. 2. DL50 via oral de las principales aflatoxinas en patitos de un dfa.

4/ G

DL,, mgKgPV

En relacién a la carcinogenicidad de la AF M, se han llevado a cabo varios
estudios después de comprobar la similitud tanto estructural como toxicolégica de
esta toxina con la AF B, [Van Egmond, 1991]. Las investigaciones mas importantes

sobre los efectos crénicos de la AF M; se han efectuado empleando ratas.

En un primer estudio realizado por Wogan y Pagialunga en 1974, se
administrd a un lote de ratas 25 ug de AF M, sintética mediante intubacion, cinco
dias a la semana durante ocho semanas. Transcurrido el tiempo del ensayo una
parte de los animales desarrollaron tumores hepaticos y la otra evidenciaron

lesiones preneoplasicas en el higado.

Un segundo estudio se realizé administrando a ratas via oral toxina natural
a dosis de 50 ng/Kg durante un periodo entre 19-21 meses. Los resultados
obtenidos fueron la aparicién de nédulos neoplasicos en el higado del 16% de los

animales, desarrollando carcinomas intestinales el 5% de los animales restantes

[Cullen y col., 1987].

La conclusién que se obtiene de estas experiencias es que la AF M, presenta

propiedades hepatotoxicas y carcinogénicas. De forma cuantitativa parece que el
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efecto toxico agudo en roedores es ligeramente inferior al producido por la AF B,,
siendo la actividad carcinogénica sensiblemente menor [Van Egmond, 1991; Stoloff, 1980}.
La Tabla L.2. muestra algunos de los estudios realizados sobre la induccion de

tumores en animales tras la administracién de AF B, o AF M, [Goto, 1990}.

Tabla 1.2. Estudios sobre la produccidn de hepatomas en distintas especies de animales

sometidos a la accion de la AF B, o la AF M, administradas por diferentes vias [Goto, 1990].

Especie AF Dosis Duracién Incidencia de
hepatomas

Rat6n B, Img/Kg ip. 82 semanas 28/29
Rata {macho) B 1 mg via oral 42-58 semanas 18/18
Rata B, 1 mg/Kg en dieta 41-64 semanas 18/21
Guppy B, 6 mg/Kg en dieta 11 meses 7/11
Trucha comin B, 4 ug/Kg en dieta 16 meses 14/40
Trucha arcoiris B, 8 pg/Kg en dieta 16 meses 32/40
Pato B, 30 pg/Kg en dieta 14 meses 8/11
Mono B,  53-1369 mg total en dieta 45-145 meses 3/9
Mono B, 99-1354 mg total en dieta 39-147 meses 8/13
Rata (macho) M, 1 mg en dieta 100 semanas 1/29
Rata (macho) M, 50 pg/Kg en dieta 16-19 meses 2/31
Trucha comtn M, 4 ng/Kg en dieta 12 meses 6/46
Trucha arcoiris M, 16 pug/Kg en dieta 12 meses 30/43

Con respecto a la AF M, las investigaciones son mas escasas, debido a que
su incidencia en alimentos es inferior y a que las cantidades que aparecen son
mucho mas bajas. En cualquier caso los estudios realizados demuestran que el
poder téxico de esta micotoxina es inferior al de la AF M, igual que ocurre con los

dihidroderivados de las aflatoxinas B, y G, (AF B, y AF G, respectivamente) [Van
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Egmond, 1991; Stoloff, 19801

En lo que se refiere a la capacidad mutagénica de las aflatoxinas, estudios
realizados por Wong y Hsieh [1976), empleando el test de Ames con Salmonelia
typhimurium, demostraron que si se tomaba como 100 el valor de mutagenicidad
relativa de la AF B, el resultado para la AF G, y la AF M, correspondia aproxima-

damente al 3% de ese valor.

El efecto teratogénico se ha investigado casi con exclusividad en la AF B, y
se ha comprobado que varia mucho segiin la especie animal. En los estudios
realizados se ha descrito la aparicién de efectos teratogénicos en ratas, pollos y

cricetos, pero no asi en ratones [Di Paolo y col., 1967].

De igual manera, el papel inmunosupresor de las aflatoxinas se ha venido
estudiando en mayor medida en la AF B, mediante ensayos tanto in vitro como in
vivo [Corrier, 1991]. Se sabe que la ingestién de estas sustancias causa atrofia del timo
y de la bolsa de Fabrizio en pollos y pavos [Thaxton y Hamilton, 1971] y supresion de
la induccién de la mitosis en linfocitos T y B humanos y bovinos [Corrier, 1991].
Asimismo, en algunas especies animales se produce una reduccién en la cantidad
de inmunoglobulinas sintetizadas y en la actividad del complemento [Panangala y col.,
1986; Thurston y col., 1986, 1989; Pestka y Bondy, 1990; Corrier, 1991]. Todos estos efectos tienen
su origen en la alteracién de la sintesis proteica ocasionada por las aflatoxinas y
que transtorna la proliferacién y diferenciacién normal de las células del sistema
inmune, la sintesis de mediadores como las interleuquinas y la produccién de

anticuerpos [Thurston y col., 1986; Corrier, 1991].

Los efectos negativos sobre la inmunidad originados por las aflatoxinas se
traducen en una menor resistencia a la infeccién por diversos agentes patégenos,
asi como en la disminucién de la funcionalidad de los mecanismos naturales de

control sobre las células pretumorales {Corrier, 1991].

La toxicidad de las aflatoxinas es muy variable, dependiendo principalmente
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de la via de metabolizacion de estas sustancias en el organismo y de la toxicidad
de los metabolitos resultantes. Otros aspectos, ademaés de la especie, que influyen
en la intensidad y variabilidad de los efectos téxicos de las aflatoxinas son la raza,
edad, sexo (ligado a factores endocrinos) y estado de salud y nutriciéon del animal
[Paimgren y Hayes, 1987]. En este sentido, la influencia que ejerce la dieta en la
toxicidad de las aflatoxinas es funcién principalmente de su contenido en proteinas
y vitamina A, que actiian como agentes protectores hepaticos y del contenido y
composicién de los lipidos de la dieta, ya que los lipidos ricos en dcidos grasos
insaturados protegen frente a la accion de las aflatoxinas [Dirr, 1987; Palmgren y Hayes,

1987; Gorelick, 1990}

I. 1. 4. Mecanismo de accion

Como se ha mencionado en el pérrafo anterior, el metabolismo desemperia
un papel muy importante en el modo de accién de las aflatoxinas. Se conoce desde
hace tiempo que las aflatoxinas ingeridas son activadas por las enzimas del sistema
oxidativo microsomal, primero en el higado y probablemente después también en

otros Organos [Gorelick, 1990; Chu, 1991).

Aunque este sistema enzimaético es capaz de detoxificar una gran variedad
de compuestos mediante reacciones de hidroxilacién y favorecer asi su excrecién
posterior, algunas sustancias se convierten en maés reactivas, mas electrofilicas y
son capaces de unirse a distintas macromoléculas alterando sus funciones [Palmgren

y Hayes, 1987; Chu, 1991].

Este es el caso de la AF B, que, en una primera fase, se convierte en un
derivado epoxido de corta vida pero de gran reactividad, que es capaz de formar
conjugados por unién a proteinas, dcidos nucléicos u otros compuestos como el

glutation [Palgrem y Hayes, 1987; Gorelick, 1990; Chu, 1991].

La formacién de conjugados con ADN se produce originalmente en la

posicion N-7 de la guanina y se han descrito varios conjugados naturales a partir

Introduccion 9



de aflatoxinas diferentes; entre ellos estdn el conjugado 8,9 dihidro-9-hidroxi(N’-
guanil) AF B,, el conjugado AF M;-N-7 guanina, el conjugado AF P,-N-7 guanina,
etc [Essigman y col., 1977; Croy vy col., 1978; Autrup y col., 1985; Hsieh y col., 1988; Chu, 1991; Wogan,
1992).

En cualquier caso parece ser que existen varios factores que deben modular
la formacion de conjugados, fundamentalmente del epoxido de la AF B, y el ADN
y con ello la susceptibilidad de las especies a la carcinogénesis. En este sentido, los
mecanismos de competencia en la union a dcidos nucléicos, que se establecen entre
el glutation y el compuesto activado de la AF B,, dan lugar a una reduccion en el
potencial carcinogénico de esta aflatoxina en aquellas especies que presentan una
mayor capacidad para la formacién de conjugados con glutation {Paimgren y Hayes,

1987; Gorelick, 1990; Chu, 1991].

Los intermediarios formados tras las reacciones de hidroxilacién de las
aflatoxinas pueden ser excretados por distintas vias [Palmgren y Hayes, 1987; Chu, 1991),
La mayoria de ellos, asi como la fraccién de aflatoxina ingerida y no hidroxilada,
se detectan normalmente como conjugados con acido glucurénico o sulfatos [Wei
y col., 1985a, b]. Asi por ejemplo, la AF M,, que es un metabolito formado por
hidroxilacion en la posicién 4- de las moléculas de AF B,, se ha detectado en forma

de conjugado con 4cido glucurénico en excreciones de pollo {Mabee y Chipley, 1973].

En algunas especies otra posibilidad conocida dentro de la metabolizacién
de las aflatoxinas es la que conduce a la formacién de aflatoxicol. Este se produce
a partir de la AF B, en una reaccién de reduccion mediada por una deshidrogenasa
NADHP dependiente. El interés principal del aflatoxicol, aparte de tratarse de uno
de los metabolitos més toxicos, es que su reaccién de formacién es reversible,
sirviendo de reservorio de AF B, en los animales que lo producen. Una reaccién
similar ocurre en el caso de la ingestién de AF M, y la formacién de su metabolito
aflatoxicol M, (AFL M,) [Palmgren y Hayes, 1987; Gorelick, 1990]. Las distintas posibilida-

des de metabolizacién de la AF B, se resumen en la siguiente pagina (Figura L3.).
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Figura 1.3. Transformaciones metabdlicas posibles de la AF B, [Palmgren v Hayes, 1987]. La

flecha continua indica reacciones mediadas por oxigenasas microsomales, la flecha continua gruesa

reacciones por deshidrogenasas microsomales, la flecha de puntos reacciones quimicas directas, la flecha

discontinua otras reacciones y la flecha punteada gruesa reacciones hipotéticas.

Conjugados con sulfato y 4dcido glucurdnico conocidos y potenciales
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En resumen, la diferente sensibilidad de los animales a la accién toxica de
las aflatoxinas depende de aspectos de su cinética como son: la diferente absorcion
a través del tracto digestivo [Kumagai, 1989] (por ejemplo, en el caso de la molécula
de AF M, al tratarse de un compuesto mdas polar que la AF B, su nivel de
absorcion intestinal es menor), la distribucién en el organismo y los mecanismos
de metabolizacién y excrecion utilizados por las distintas especies animales [Helferich

y col., 1986; Wolzak y col., 1986; Palmgren y Hayes, 1987; Gorelick, 1990].

Los efectos principales que conlleva la unién de las aflatoxinas a macromolé-
culas son la alteracion en la sintesis de ADN, ARN y proteinas (enzimas,
inmunoglobulinas, interferén...) [Thaxton y Hamilton, 1986; Balachandran y Ramarkishnan, 1988;
Thurston y col., 1989). Esto conlleva la aparicién de cambios en la permeabilidad de la
membrana mitocondrial, disgregacién temporal de los ribosomas, disminucién en
la respiracién celular por desacoplamiento en el mecanismo de fosforilacién
oxidativa e interrupcién del transporte de electrones, alteracién de la glicolisis y
gluconeogénesis asi como disminucién en la actividad de ciertas hormonas al
establecerse una competencia por los receptores especificos (se sabe que la AF M,
incluso en cantidades muy bajas compite con el estradiol por los receptores

localizados en el Gtero) [Paimgren y Hayes, 1987].

Asimismo, la formacion de compuestos de gran reactividad que se unen a
los &cidos nucléicos (fundamentalmente ADN mitocondrial) es responsable del
poder carcinogénico de las aflatoxinas. Estos compuestos actiian como agentes
genotoxicos [Autfray y Boutibonnes, 1986; Odugbesan y col., 1988], dando lugar a dos lesiones
premutacionales diferentes, que pueden conllevar a la activacién de oncogenes y
a la iniciacién de un proceso tumoral [Paimgren y Hayes, 1987; Chu, 1991; Wogan, 1992}. La
primera de estas lesiones se origina tras la eliminacién de forma espontanea o la
reparacion enzimatica de las posiciones con conjugados epéxido-N-7 guanina,
dando lugar a sitios apurinicos donde la adenina tiene una gran afinidad por
insertarse en la posicién correspondiente de la cadena opuesta del ADN. Esto
puede dar lugar a una mutacién por sustitucién de un par de bases G-C por un

par T-A. La segunda lesién premutacional se produce al originarse un derivado
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formamidopirimidinico resistente a los procesos de reparaciéon enzimética del
ADN, que puede dar lugar a mutaciones si estd presente en la fase de replicacién

del ADN ([Palmgren y Hayes, 1987; Chu, 1991; Wogan, 1992].
I. 1. 5. Importancia econémica

La evaluacion de las pérdidas econdémicas derivadas de la presencia de
aflatoxinas en alimentos es compleja, debido a que son muchos los factores que hay

que tener en cuenta para poder realizar la valoracién {Burdaspal, 1984].

Por una parte, la deteccién de materias primas o alimentos contaminados
puede ocasionar desde la pérdida absoluta del producto o cultivo a la pérdida de
mercados o la disminucién de ingresos por la venta de las mercancias a menor

precic [Burdaspal, 1984; Palmgren y Hayes, 1987; Moss, 1991].

Hay que tener en cuenta que la trascendencia de estos hechos en algunos
paises productores es a veces notablemente elevada, sobre todo si se considera que
muchos de estos paises estan en vias de desarrollo y su mayor fuente de ingresos
es la exportacidn de materias primas para la elaboracién de alimentos. Ademas, en
la mayoria de los casos los paises afectados presentan una climatologia favorable
para la produccién de aflatoxinas y muchas veces los sistemas de almacenamiento
y procesado no son los més adecuados [Burdaspal, 1984; Moss, 1991]. Un ejemplo del
problema que puede plantear la contaminacién con aflatoxinas lo tenemos en
Turquia, que vio cerrado su mercado de higos secos en toda la regién escandinava
por detectarse aflatoxinas en un 30% de las muestras analizadas [Steiner y col., 1988;

Mass, 1991}

Cuando se detecta la presencia en partidas agricolas de estas micotoxinas en
concentraciones superiores a las establecidas por la legislacién o, en su defecto, a
las recomendadas por diferentes organismos, existen pocas alternativas (Burdaspal,
1984; Moss, 19911. Una de ellas es la destruccién total del producto contaminado, como

ocurri6 a finales de los afos setenta en Arizona donde se tuvieron que destruir
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miles de galones de leche [Kuhn, 1978, citado en Palmgren y Hayes, 1987].

En otros casos (semillas o forrajes fundamentalmente) es posible el
tratamiento con agentes detoxificantes [Miiller, 1983] como el peréxido de hidrégeno
{Applebaum y Marth, 1982|, aldehidos [Codifer y col., 1976; Heimbecher y col., 1988], procedi-
mientos de amoniacidén [Gardner, 1971; Park, 1984], etc. Entre estas técnicas la mas
recomendable por sus efectos y viabilidad econémica es el empleo de amoniaco.
Los productos tratados de esta forma reducen significativamente sus niveles de
contaminacién siendo seguros para la alimentacién de animales [Norred y Morrissey,
1983]. Por ejemplo, existen estudios con resultados muy favorables sobre el
tratamiento de piensos contaminados con AF B, destinados posteriormente para la
alimentacién de ganado vacuno [Mckinney y col., 1973]. En estos estudios se comprobd
una disminucién considerable de la cantidad de AF M, secretada en leche por los

animales que consumieron los piensos detoxificados [Frémy y Quillardet, 1985].

No obstante, el empleo de sistemas de detoxificacién no es rentable en
determinados casos por encarecer el producto. Ademas, estos sistemas no se
utilizan para el tratamiento de los alimentos destinados al consumo humano por
producirse alteraciones en la calidad organoléptica de los mismos. A esto se aniade
la falta de estudios sobre la posible toxicidad en el hombre de los derivados
formados por amoniacién, lo que ha supuesto la prohibicién del empleo de este
sistema de detoxificacion en Estados Unidos por recomendacion de la FDA (Food

and Drug Administration) [Lee, 1989].

Otro aspecto importante que se suma son los gastos derivados del uso de
procedimientos de vigilancia y control para la deteccién de aflatoxinas en
alimentos, asi como de la investigacién sobre toxicologia y métodos de analisis de

estas sustancias [Burdaspal, 1984].
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Por otro lado, es necesario considerar las pérdidas econdmicas derivadas de
la aparicién de brotes de intoxicacién en animales de abasto. Este tipo de pérdidas
son muy altas cuando se produce la muerte de un elevado nimero de animales.
No obstante, y dado que los casos de intoxicaciones masivas no son muy
frecuentes en la actualidad, hay que tener mas en consideracidn el efecto del
consumo reiterado de pequerias dosis de aflatoxinas por los animales [Burdaspal,
1984]. Esto se traduce, como hemos senalado anteriormente, en una mayor
susceptibilidad frente a procesos infecciosos y parasitarios, como son: salmonelosis,
brucelosis, listeriosis, coccidiosis, fasciolosis, candidiasis, etc [Panangala y col., 1986;
Thurston y col., 1986; Corrier, 1991], pérdidas en la productividad de los animales y
retraso en el crecimiento, entre otras consecuencias mucho mds dificiles de valorar

desde el punto de vista econdmico [Panangala y col., 1986; Harvey y col., 1989].

I. 1. 6. Importancia sanitaria

Desde el punto de vista sanitario podemos considerar que las aflatoxinas son
sin duda las micotoxinas con mayor riesgo potencial para la salud humana

[Campbell y Stoloff, 1974].

El contacto del hombre con las aflatoxinas puede provenir tanto del
consumo directo de productos agricolas contaminados {maiz, cacahuetes, etc) como
del consumo de productos animales que contengan residuos de aflatoxinas. En este
caso los alimentos susceptibles de presentar contaminacion varian desde la leche
y sus derivados, hasta la carne, higado o incluso huevos (esto tltimo demostrado
experimentalmente), aunque el riesgo real proviene de la ingestién de productos
lacteos contaminados. Estudios basados en los conocimientos sobre la tasa de
conversion de las aflatoxinas en sus derivados y en los patrones de la dieta de las
poblaciones parecen demostrar que el riesgo toxico por consumo de productos
contaminados de origen animal se encuentra en el mismo orden de magnitud o
menor que el derivado de la ingestién de productos elaborados a partir de

vegetales contaminados con aflatoxinas [Kuiper-Goodman, 1991].
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La incidencia de las aflatoxinas en la salud de los animales es mds frecuente
que en la del hombre debido a que, por el tipo de dieta que consumen, estdn mas
expuestos a ellas. No obstante, en determinadas zonas de Africa y Asia el contacto
del hombre con las aflatoxinas es bastante alto, registrandose casos de intoxicacion

aguda y crdnica [Kuiper-Goodman, 1991].

En el hombre, las aflatoxinas han sido incriminadas en la etiologia de casos
de hepatitis aguda, sindrome de Reye, cirrosis en nifios malnutridos y kwashiorkor
[Serch-Hansen, 197(; Campbell y Stoloff, 1974; Austwick, 1984; De Vries y col.,, 1990]. La mayorfa
de estos procesos afectan principalmente a los nifios ya que son mucho mas
susceptibles que los adultos a los efectos de las aflatoxinas, debido a su menor
peso, menor capacidad para la detoxificacion, metabolismo mas rapido y desarrollo

incompleto de diversos tejidos y drganos [Kuiper-Goodman, 1991].

Otro aspecto que debe considerarse es la implicacidn de las aflatoxinas como
agentes de riesgo laboral, principalmente en agricultores, quimicos o personal de
laboratorio que trabaje con estas sustancias. En este sentido, el conocimiento sobre
la presencia de estas sustancias en forma de aerosoles y su posible efecto es atn
escaso. Algunos estudios han proporcionado evidencias circunstanciales de la
asociacién entre la exposicién a polvo contaminado con aflatoxinas y el desarrollo
de céncer en el hombre [Deger, 1976; Dvorackova, 1976]. Otras investigaciones han
evaluado la cantidad de aflatoxinas presente en la atmdsfera y el polvo, en
graneros y otros locales donde se almacenaban alimentos, encontrandose niveles
superiores a 600 ng/ m® [Burg y Shotwell, 1984], que suponian la inhalacién de 120 ng

en una jornada de trabajo de ocho horas [Sorenson, 1990].

Asimismo, en 1983, Wicklow y Shotwell estudiaron la presencia de
aflatoxinas en los conidios de cepas de Aspergillus productoras de estas toxinas,
encontrando niveles de mg/Kg. Estos estudios sugieren la posibilidad de anadir
otro factor de riesgo en trabajadores agricolas que se encuentre en contacto con

hongos.
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A pesar de la necesidad de realizar mds investigaciones sobre el riesgo de
exposicion a las aflatoxinas en lugares de trabajo, sobre los efectos toxicos de la
inhalacion de estas sustancias y sobre la implicacion de otros factores en tales
efectos, es posible afirmar que existe un riesgo potencial en ciertas profesiones que

debe tenerse en cuenta [Sorenson, 1990].

El aspecto mas importante y controvertido sobre el riesgo del consumo de
aflatoxinas por el hombre es la relacién de estas sustancias con el desarrollo de
tumores hepdticos [Hsieh, 1989; Stoloff, 1989; Bruce, 1990; Wogan, 1992]. La AF B, no fue
considerada formalmente como carcinégeno para el hombre por la IARC
(International Agency for Research of Cancer) hasta 1987. Los aspectos que debian
tenerse en cuenta para decidir la inclusién de la AF B, dentro del grupo de
sustancias consideradas como carcinégenos humanos eran los siguientes [Hsieh, 1989]:

- Incidencia de las aflatoxinas en alimentos de consumo humano.

- Grado de exposicion del hombre a las aflatoxinas.

- Correlacién entre la ingestion de aflatoxinas y la formacioén de tumores.

- Reproductibilidad de los efectos en animales.

- Establecimiento de un modelo animal que sirviera para explicar el modo

de accion de las aflatoxinas en el hombre.

Como ya hemos mencionado en otros apartados, las aflatoxinas y
fundamentalmente la AF B, son carcinégenos potentes en muchas especies
animales. No obstante, algunas especies de primates y el ratén son bastante
resistentes a la accion carcinogénica de las aflatoxinas, a pesar de que algunos
estudios con estos animales han demostrado la aparicién de tumores incluso en

localizaciones diferentes al higado: adenosarcoma de pancreas, osteosarcomas, etc

[Hsieh, 1989].

Se han empleado varios modelos animales con la finalidad de extrapolar al
hombre el mecanismo de accién de las aflatoxinas comprobado en esos sistemas.
Los estudios realizados con primates y concretamente con mono Rhesus han

demostrado la produccion de AF Q; como metabolito mayoritario, siendo también

Introduccion 17



esta aflatoxina la que se detecta en mayor cantidad en la orina humana [Buchi y col.,
1974]. Estos estudios hacen pensar que el modelo experimental con primates puede

servir para explicar el mecanismo de accion de las aflatoxinas en el hombre.

Con respecto a la correlacién entre la ingestién de aflatoxinas y el desarrollo
de tumores hepéticos sélo ha sido posible obtener datos mediante estudios
epidemiologicos, a menudo controvertidos, la mayoria realizados en Africa y Asia
y en los cuales muchas veces no se han tenido en cuenta otros factores concurren-
tes {Hsieh, 1989; Stoloff, 1989; Bruce, 1990]. El principal factor de confusién, que permanece
hasta la actualidad, es la elevada prevalencia del virus de la hepatitis B (VHB) en
las zonas de mayor incidencia en la aparicién de tumores hepéticos. A partir de las
primeras investigaciones algunos autores atribuyeron a las aflatoxinas el papel
principal en el desarrollo del cancer, mientras que otros establecieron como agente

etiologico primario al VHB.

Los argumentos a favor de las aflatoxinas como agentes etiolégicos
primarios en el cancer hepético se basan en varios estudios realizados en Africa v
Asia en los anos setenta, en los que se comprobd una relacién entre la presencia
de aflatoxinas en la dieta y el desarrollo de tumores hepaticos [Bruce, 1990]. En este
sentido, el establecimiento de programas de control sobre las aflatoxinas en algunos
paises africanos ha hecho decrecer significativamente la aparicién de cancer hepati-

CO [Bijlsma, 1981; Harington y col., 1983; Hsieh, 1989].

Por otro lado, varios autores han cuestionado la validez de los estudios
epidemiolégicos anteriores debido a que en ellos no se tenia en cuenta la alta
prevalencia del VHB en las zonas geogréficas estudiadas, ademds de ser muy dificil
calcular el grado de exposicién del hombre a las aflatoxinas [Stoloff, 1989]. Asimismo,
investigaciones realizadas en el sudeste de EEUU, donde la tasa de ingestién de
aflatoxinas era elevada y la prevalencia del VHB reducida, mostraron una
incidencia de tumores hepéticos muy baja, lo que hacia pensar en el VHB como el
agente etiologico primario del cdncer hepatico [Hsieh, 1989; Stoloff, 1989; Bruce, 1990;

Wogan, 1992].
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Mas recientemente las tesis apuntan a que las aflatoxinas sean un cofactor
junto con el VHB en el desarrollo del cancer primario hepético [Harris y Sun, 1984).
Esta afirmacion se basa, entre otros estudios [Peers y col., 1987], en ensayos realizados
en China, donde existe una elevada tasa de infeccién por el VHB y una alta
incidencia de tumores hepdticos. No obstante, el mayor nimero de muertes por
cancer hepatico se registra en aquellas zonas del pais donde la ingestion de
aflatoxinas presenta un nivel alto [Stoloff, 1989; Bruce, 1990; Wogan, 1992]. Asimismo,
estudios realizados empleando patos, que son hospedadores naturales de un virus
estrechamente relacionado con el VHB de humanos, han demostrado que cuando
se les administraba una dieta contaminada con aflatoxinas el niimero de animales
que desarrollaban tumores hepéticos era mayor y el porcentaje de supervivencia

a dosis mas altas de aflatoxina disminuia sensiblemente [Cova y col., 1990].

Uno de los principales problemas para dilucidar el papel concreto de las
aflatoxinas y del VHB en el desarrollo del cancer primario hepatico es la dificultad
en determinar la exposicion del hombre a las aflatoxinas [Kuiper-Goodman, 1991]. Por
este motivo los estudios mds recientes, desde finales de los afios ochenta, estin
tratando de analizar la presencia de metabolitos como la AF M, y AF Q, y
conjugados de aflatoxinas, en fluidos humanos (orina y suero), que sirvan para
valorar la exposicion a las aflatoxinas en el periodo mas extenso posible [Frémy y
Quillardet, 1985; Autrup y col., 1987; Liu y col., 1990; Sabbioni y col., 1990; Skipper y Tannenbaum,
1990; Sabbioni y Wild, 1991; Kuiper-Goodman, 1991; Wogan, 1992]. As{ por ejemplo, el analisis
de la presencia de AF B, en orina da idea de una exposicién muy reciente (24-48
horas), ya que esta toxina en su forma original se excreta muy rapido. En contraste,
se ha demostrado que la AF B, se une covalentemente a la albumina mediante
enlaces con la molécula de lisina [Okaye y col, 1990]. La vida media de la albimina
es de unos veinte dias y esto permite la acumulacién de conjugados de forma que
se puede tener una idea de la exposicién a mas largo plazo. El conjugado de la
AF B, y la albiumina puede evidenciarse en suero sanguineo, existiendo relacién
entre los niveles de este conjugado y el que se produce con ADN lo que puede
servir como referencia para reflejar el grado de dafio hepatico [Gan y col., 1988; Wild

y col., 1990].
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Los sistemas de deteccion de estos indicadores también se estan perfeccio-
nando, empledndose actualmente métodos inmunoldgicos (ELISA, cromatografia
de afinidad con anticuerpos monoclonales) y quimicos (cromatografia en capa fina
y cromatografia liquida de alta eficacia) (Groopman y col., 1985; Liu y col., 1990; Sabbioni y
col., 1990; Wild y col., 1990].

La aplicaciéon de marcadores del grado de exposicién, como puede ser el
conjugado de AF B, y albumina, conjuntamente con el estudio del VHB puede
servir para clarificar el papel de cada uno de estos factores en la etiologia y la

patogenia del cancer primario hepético [Kuiper-Goodman, 1991].

[. 2, PRESENCIA DE AFLATOXINAS EN LECHE Y PRODUCTOS
LACTEOS

La leche y sus derivados constituyen el principal grupo de alimentos de
origen animal susceptibles de contaminacién por aflatoxinas. La presencia de estas
sustancias en dichos productos puede ser el resultado de dos formas de contamina-

¢idn (Blanco y col., 1989a; Van Egmond, 1991]:

a. Directa: debida al crecimiento en el producto de hongos aflatoxigénicos
y produccion de toxinas, siendo el queso el derivado lacteo que con mayor
frecuencia presenta este problema. Las aflatoxinas que se detectan mayoritariamen-
te en este tipo de contaminacién son: AF B, AF G,, AF B, y AF G,, de entre las
cuales la mds importante, como hemos mencionado en el apartado anterior de esta

introduccién, es la AF B, [Builerman, 1981; Blanco v col., 1989a; Van Egmond, 1989b v 1991].

b. Indirecta: derivada del consumo por parte de animales en periodo de
lactacién de alimentos contaminados con aflatoxinas, lo que da lugar a la aparicion
en la leche de estos animales de diversos metabolitos téxicos. Este es principal-
mente el caso de la contaminacién de leche y derivados con AF M,, pudiendo
aparecer, aunque en cantidades mucho menores, AF M,, AF GM,, AF GM,,

AFL M,, AF B, y AF M, [Blanco y col, 1989a; Van Egmond, 1989b, 1991]. Este dltimo

Introduccion 20



metabolito fue detectado recientemente en leche [Lafont y col, 1986a], apareciendo
junto con la AF M, en una proporcién del 16% con respecto a ésta [Lafont y col.,
1986b]. Estudios posteriores han demostrado que la AF M, se produce in vitro por
cepas de A. parasiticus y su toxicidad aguda y crénica parece ser mayor que la de

la AF B, [Van Egmond, 1989b)].

La cantidad de aflatoxina que aparece en los casos de contaminacion directa
de los alimentos es normalmente muy superior a la resultante de la contaminacién
indirecta [Blanco, 1986; Blanco y col., 198%a; Kuiper-Goodman, 1991]. No obstante, la
contaminacién directa no suele representar un problema ya que el crecimiento de
hongos aflatoxigénicos en un alimento da lugar en numerosos casos a alteraciones
organolépticas del mismo y a su rechazo para el consumo. Sin embargo, no es
posible garantizar que la ausencia de hongos aflatoxigénicos en un producto
asegure que éste se encuentre libre de aflatoxinas, ya que estas sustancias pueden
persistir después de que los hongos hayan desaparecido [Blanco, 1986; Blanco y col.,

1989a.

La contaminacién indirecta de productos lacteos con AF M, representa un
problema grave, debido a la alta frecuencia con que se ha detectado en numerosos
paises y al riesgo potencial de producirse efectos toxicos crénicos por el consumo
reiterado de alimentos contaminados con dosis bajas de esta aflatoxina. Un aspecto
muy importante a tener en cuenta es que la leche y sus derivados son productos
con un alto nivel de consumo y representan una parte esencial en la elaboracion

de alimentos infantiles, con el riesgo téxico que esto conlleva [Van Egmond, 1991].

I. 2. 1. Contaminacidn indirecta de la leche y productos lacteos con AF M,

. 2. 1. 1. Transformacion de la AF B, en AF M;: nivel y factores que

afectan

Desde el descubrimiento de la AF M, se han realizado numerosos estudios

para establecer el nivel de conversién de la AF B, ingerida en su metabolito
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mayoritario en leche. El primer estudio sobre esta transformacién data de 1964 y
fue realizado por Van der Linde y col., empleando cuatro vacas a las que se
administré diariamente 2 Kg de pienso contaminado con AF B, a un nivel de
4 mg/Kg, durante 18 dias. La AF M, se detecté a las 12 horas de la ingestion,
representando un valor menor del 1% de la AF B, ingerida y desapareciendo tres
dias después de dejar de administrar la dieta. Después de este estudio se han
realizado muchos otros, oscilando los valores de transformacién entre el 02 y el

3% de la AF B, ingerida [Patterson y col., 1980; Tripet y col., 1981a; Blanco, 1986].

No obstante, muchos de estos estudios se han llevado a cabo administrando
a los animales niveles de AF B, muy superiores a los establecidos como tolerados
para alimentacién animal y que no suelen presentarse frecuentemente. Asimismo,
hay que considerar las diferencias debidas a los distintos limites de deteccién y
recuperacién de las técnicas analiticas empleadas por distintos autores para la

deteccién de la AF M, [Van Egmond, 1989b, c].

Los limites medios de aflatoxinas admitidos para las raciones de ganado
lechero oscilan normalmente entre 10 y 20 pg/Kg [Park y Njapau, 1989; Van Egmond,
1989b]. Son pocas las investigaciones que han ajustado a esos niveles las raciones
suministradas a animales con objeto de establecer la conversiéon de AF B, en
AF M,, a pesar de que los resultados serfan més representativos del riesgo de
contaminacién indirecta por esta aflatoxina, sirviendo, asimismo, para poder

establecer las medidas legislativas oportunas.

En cualquier caso, la transformacion de AF B, en AF M, depende de varios
factores, relacionados con la alimentacion (cantidad, caracteristicas del alimento
consumido y nivel de dosis de AF B,), metabolismo del animal (nivel de
produccion, fase de la lactacion, especie -se sabe que la oveja secreta AF M, en
menor cantidad que la vaca pero la secrecion se inicia antes-, raza, momento del

dia...) y otros factores (manejo y estacién del afio) [Blanco, 1986; Blanco y col., 1989a).
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L. 2. 1. 2, Estabilidad de la AF M, en productos licteos

Existe un gran nimero de estudios acerca del efecto sobre la AF M, de los

procedimientos empleados en la elaboracién y conservacion de la leche y sus

derivados.

Con respecto a los tratamientos térmicos los estudios iniciales mostraron
resultados bastante contradictorios, pero en general la mayoria de los autores estan
de acuerdo en afirmar que el tratamiento térmico de la leche (pasterizacion o
esterilizacion) no afecta significativamente a la AF M, [Kiermeier, 1973; Stoloff, 1980;
Wiseman y Marth, 1983a). Las diferencias observadas en los resultados se han atribuido
a la variabilidad en los pardmetros analizados, al empleo de distintas técnicas de
deteccién y a la forma de contaminacién de las muestras de leche [Yousef y Marth,

1989).

En relacién a los procesos de conservacién a bajas temperaturas los
resultados son todavia mas contradictorios. Parece ser que la forma de contamina-
cién de la leche influye decisivamente en los resultados. Asi por ejemplo, Kiermeier
y Mashaley congelaron a -18 °C durante 6 dias leche artificialmente contaminada,
obteniendo una disminucién del contenido de AF M, al 32%. Cuando estos autores
emplearon leche contaminada de forma natural la pérdida fue del 2-8% [Kiermeier
y Mashaley, 1977]. No obstante, otros estudios han demostrado la estabilidad de la
AF M, durante el almacenamiento en refrigeracién y congelacion de varios

productos lacteos [Stoloff y col,, 1975; Blanco y col., 1988a, 1993].

La estabilidad de la AF M, durante la elaboracién del yogur ha sido
demostrada por numerosos autores, empleando leche contaminada de forma
artificial y natural [Wiseman y Marth, 1983b; Frémy y Chu, 1984; Blanco y col., 1993]. Estos
resultados se corresponden con los obtenidos por otros autores que estudiaron el
efecto sobre la AF M, de condiciones 4cidas similares a las producidas durante la

elaboracién del yogur [Wiseman y Marth, 1983a]. Asimismo, otras experiencias han

Introduccién 23



puesto de manifiesto la estabilidad de esta sustancia durante la conservacion del

yogur en refrigeracién [Blanco y col., 1993).

Los estudios sobre la influencia de los procesos de elaboracién de leche
concentrada y en polvo sobre la estabilidad de la AF M, han dado lugar a
resultados variables. Hay que tener en cuenta dos factores en los estudios
realizados con estos productos. En primer lugar, el proceso de eliminacion del agua
da lugar a una concentracién de la AF M, en el producto final y en segundo lugar,
la concentracion simultdnea de otras sustancias puede afectar a la estabilidad de
la aflatoxina mds que el procesado en si mismo [Yousef y Marth, 1989]. Un estudio
llevado a cabo por la Oficina de Referencia Comunitaria (BCR -Community Bureau
of Reference), sobre la estabilidad de la AF M, en la leche en polvo contaminada
de forma natural y preparada como material de referencia, ha demostrado la
estabilidad de la aflatoxina en estas muestras, mantenidas en sobres de aluminio

envasados al vacio a 20 °C, durante al menos ocho afios [Van Egmond y Wagstaffe, 1986].

Con respecto a la elaboracién de mantequilla y nata, la mayor solubilidad
de las aflatoxinas en la fase acuosa y su unidén a la caseina explican que el
contenido de AF M, se distribuya aproximadamente en un 15% en la fase lipidica
(nata) y un 85% en la fase acuosa [Yousef y Marth, 1989]. Asimismo, el contenido de
AF M, en mantequilla con respecto a la nata de partida para su elaboracién se
reduce en mas de un 50%, tal y como han demostrado varios estudios [Kiermeier y

Mashaley, 1977; Wiseman y Marth, 1983b].

En cuanto al efecto de la elaboracion de productos lacteos congelados sobre
la AF M,, Wiseman y Marth [1983c] demostraron la estabilidad de esta aflatoxina

después de la congelacion y durante ocho meses de almacenamiento posterior.

La elaboracién del queso influye de forma variable en la estabilidad de la
AF M,, dependiendo los resultados del tipo de queso, forma de contaminacién de
la leche, proceso de elaboracién y técnica de deteccidon empleada [Wiseman y Marth,

1983a; Blanco y col., 1989a; Yousef y Marth, 1989]. En estudios realizados por Blanco y col.
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{1988a) sobre queso tipo Manchego no se detectaron pérdidas significativas de
AF M,, comprobindose también la estabilidad de esta aflatoxina durante el proceso
de madurado y almacenamiento del queso tanto en refrigeracion como en congela-

cion.

Finalmente, la AF M, permanece estable durante la elaboracién de queso
fundido, lo que se puede explicar por la estabilidad térmica de la aflatoxina ya

mencionada anteriormente {Bracket y Marth, 1982b].

I 2. 1. 3. Incidencia de la AF M, en leche y productos licteos

La mayor parte de los estudios realizados sobre la presencia de productos
lacteos contaminados con AF M, se han llevado a cabo en leche. Las primeras
referencias datan de 1963 [Allcroft y Carnaghan, 1963], aunque el primer estudio en el
que se senala la aparicion de muestras positivas (5/21) con un rango de contamina-

cién de 002 a 0'2 pg/! fue el realizado en 1968 por Purchase y Vorster.

Durante los afios setenta el pais que llevd a cabo mayor nimero de estudios
sobre la incidencia de la AF M, en productos lacteos fue la Republica Federal de
Alemania (RFA) [Kiermeier y Miicke, 1972; Kiermeier, 1973; Kiermeier y col., 1977]. Los
resultados globales de varios de estos trabajos mostraron porcentajes de muestras
positivas que oscilaron entre el 17 y el 75% de las analizadas, con un rango de
concentracion de AF M, entre 002 y 2°00 g/l Dentro de estos estudios el mas
completo en cuanto a variedad de productos analizados fue el de Polzhofer en
1977. Este autor comprobé la presencia de AF M, en muestras de leche, leche en
polvo, yogur, queso fresco, queso curado, queso para fundir y queso tipo
Camembert, correspondiendo los rangos de contaminacién mas bajos a la leche y

los mas altos al queso curado y a la leche en polvo.

A finales de los afios setenta y principio de los ochenta el establecimiento
en algunos paises de medidas reguladoras sobre el contenido permitido de

aflatoxinas en las raciones para ganado lechero supuso una mejoria en cuanto a los
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niveles de incidencia de AF M, detectados en leche y otros productos lacteos. Uno
de los ejemplos lo tenemos en el Reino Unido; en este pais, los resultados del
programa de seguimiento establecido para el control de la presencia de aflatoxinas
durante los afios 1977-1979 mostraron unos porcentajes muy elevados de incidencia
de AF M, en leche (aproximadamente el 75%). Por este motivo, en 1981, se
establecié la prohibicién en la importaciéon de diversas materias primas para la
elaboracién de piensos destinados a la alimentacién del ganado lechero. El
resultado de esta prohibicién, reflejado en un trabajo realizado entre 1981 y 1983,
fue el descenso en la presencia de AF M, en leche al 4% de las muestras analizadas
[citado en Jodral, 1977 y Moss, 1992]. Asimismo, la prohibicién en Suiza de alimentar al
ganado lechero con tortas de cacahuete hizo disminuir considerablemente la
aparicién de AF M, en leche [citado en Blanco y col., 19892, b]. Un caso semejante se ha
dado en Francia, donde a principios de los ochenta se detectaban porcentajes altos
de contaminaciéon por AF M,, lo que motivé que se estableciera un riguroso

programa de control cuyos resultados fueron muy positivos [Tripet y coi., 1981b].

Otro pais que viene llevando a cabo, desde finales de los afios setenta,
controles continuados sobre la presencia de AF M, en leche es Estados Unidos.
Varios estados de este pais (fundamentalmente los mayores productores de leche)
cuentan con planes de control conjuntos entre el gobierno y las industrias, con
objeto de reducir los niveles de contaminacién por aflatoxinas [GAO, 1991]. En un
estudio realizado por Coppedge en 1983 sobre el control de aflatoxinas en Arizona,
que abarcaba desde el afio 1978 hasta el afio de publicacion del trabajo, se obtuvo
un porcentaje de muestras positivas del 68% en 1978, porcentaje que descendié en
afios sucesivos hasta el 13% y se incrementé de nuevo en 1983 hasta el 59%. Los
niveles de contaminacién detectados en todos los afios oscilaron entre 010 y
200 ug/1 (superior en algunos casos al limite establecido por la FDA, que se
encuentra en 0'50 pg/1 [GAO, 1991]). Los resultados recopilados en afios posteriores,
a partir de los datos proporcionados por diferentes estados, muestran que en 1986
no se encontraron niveles superiores a los permitidos en 182 muestras analizadas.
No obstante, la sequia que afectd al mediooeste de Estados Unidos en 1988 origind

la aparicion de niveles altos de aflatoxinas en cereales (sobre todo maiz) y otros
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productos, con el consiguiente aumento en los niveles de AF M, en leche, tanto en
este pais como en algunos paises europeos importadores. En este mismo afno la
FDA encontré niveles de AF M, superiores a 0’50 pg/l en el 5 a 8% de las
muestras analizadas. Asimismo, los resultados proporcionados por siete estados
coincidieron con los anteriores, apareciendo un total de muestras positivas del 7
al 12% de las analizadas [Park y Njapau, 198%; GAO, 1991]. No obstante, los datos
publicados en 1991 sobre un muestreo realizado en Georgia durante el afio 1989
sobre leche recogida en las granjas, en los tanques de conservacién y muestras del
producto elaborado, mostraron un porcentaje total de positivos del ('8%,
correspondiendo el mayor nimero de muestras positivas a la leche recogida

directamente en las granjas [CAO, 1991].

La presencia de AF M, en productos lacteos en Espana ha sido muy poco
estudiada. Durante los afios setenta el estudio més relevante fue realizado por
Jodral, quien analiz6 1150 muestras de leche de las que 72 resultaron positivas, con
un nivel de contaminacién minimo de 0’05 pg/!1 (Jodral, 1977; Jodral y col. 1984]. En los
afios ochenta un estudio efectuado en 97 muestras de leche por Burdaspal y col.,
mostrd un porcentaje de positivos del 7°3% y un rango de contaminacién entre 002
y 0'04 pg/1 de AF M, [Burdaspal y col., 1983]. Asimismo, Blanco y col. [1988b] efectuaron
el andlisis de esta aflatoxina en 47 muestras de leche UHT, encontrando un 30% de
positivos y un rango de contaminacién entre 002 y 0’10 ug/l. En cuanto a la
aparicion de publicaciones mids recientes sobre la presencia de AF M, en leche en
Espafia, un trabajo realizado en 1990 por Macho y col., en el que se analizaron 61
muestras de leche cruda y 33 muestras de leche UHT obtuvo como resultados en
el caso de la leche cruda un 85% de muestras positivas con un nivel de contamina-
cién inferior a 0'010 pug/l, un 13% entre 0°010 y 0025 y un 1'6% entre 0°025 y
0’050 ng/l. En el caso de la leche UHT el 84’8% de las muestras presentaron
niveles de contaminacién inferiores a 0°010 pg/1 y el 42% restante se encontraron

entre 0'010 y 0025 pg/1 {Macho y col., 1992].

Para evaluar los estudios sobre la incidencia de aflatoxinas en productos

lacteos hay que tener en cuenta varios factores. En primer lugar, en muchos casos
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se ha observado una marcada diferencia estacional entre los niveles de contamina-
cion, lo cual se explica desde el punto de vista de las pautas de alimentacién
seguidas para el ganado lechero. En segundo lugar, el limite de deteccidén de las
técnicas empleadas influye en el porcentaje de muestras positivas, por lo que a
veces es dificil comparar los datos entre varios estudios. También hay que tener en
cuenta el tipo de producto analizado, ya que, como hemos comentado anteriormen-
te, en el caso de productos desecados la concentracion que sufre la toxina da lugar
al aumento en el nimero de positivos. Finalmente, el establecimiento de medidas
de control y la limitacion en el nivel permitido de aflatoxinas estd influyendo
positivamente en el descenso de los niveles de aflatoxinas en leche y productos
lacteos, salvo que se presenten circunstancias adversas como la sequia de 1988 en

Estados Unidos [Blanco y col., 1989a, GAQ, 1991].

I. 2, 2. Contaminacién directa por aflatoxinas en productos lacteos

I. 2. 2. 1. Crecimiento de hongos y produccién de aflatoxinas

Como ya hemos mencionado anteriormente, la contaminacién directa de los
productos lacteos por aflatoxinas es el resultado del crecimiento sobre el alimento
de las cepas de A. flavus y A. parasiticus que son capaces de producir estas
sustancias si la composicién del producto y las condiciones ambientales son las

adecuadas [Blanco y col., 1989a, b; Van Egmond, 1989b].

El producto licteo mas susceptible de padecer este tipo de contaminacion
por distintas micotoxinas es el queso, debido a que se trata de un alimento que se
enmohece facilmente si no se toman las medidas necesarias durante su elaboracién,
maduracién y conservacion hasta su consumo [Bullerman, 1981; Medina y col., 1984; Blanco

y col., 1989a, b].

Se han realizado numerosos estudios sobre la flora fiingica capaz de
desarrollarse en los distintos tipos de queso. Las especies aisladas con mayor

frecuencia pertenecen en su mayor parte al género Penicillium. Dentro del género
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Aspergillus los aislamientos mds habituales corresponden a A. versicolor, hongo
productor de esterigmatocistina. Afortunadamente, varios estudios han demostrado
que el crecimiento de cepas de A. flavus en queso es poco frecuente, aislaindose

cepas de A. parasiticus todavia en menos ocasiones [Scott, 1989].

No obstante, hay que tener en cuenta que en algunos de los trabajos sobre
la determinacion de la flora fungica del queso el aislamiento de especies del género
Aspergillus no ha sido acompafiado de la investigacion sobre la presencia de
micotoxinas, incluidas las aflatoxinas. En aquellos casos en que esta determinacion
se ha efectuado las aflatoxinas detectadas con mayor frecuencia han sido la AF B,

y la AF B, [Bullerman, 1981].

La mayor parte de las investigaciones sobre la contaminacién directa del
queso con hongos aflatoxigénicos se han llevado a cabo mediante inoculacién
experimental de cepas productoras en diferentes tipos de queso y empleando
condiciones muy variables [Medina y col., 1984; Scott, 1989]. Este tipo de estudios
comenzd en 1967 con un trabajo de Lie y Marth en el que se investigaba la
produccion y difusién de las aflatoxinas en porciones de queso tipo Cheddar
inoculadas en su superficie con esporas de A. flavus y A. parasiticus. A partir de esa
fecha los estudios realizados incluyen una gran variedad de tipos de queso, formas
de inoculacién, niveles de inoculacién y condiciones de incubacién (temperatura
y tiempo). Los resultados de estos trabajos han sido wvariables, existiendo
discrepancias entre los distintos autores sobre la idoneidad del queso como sustrato

para el crecimiento de Aspergilius y produccién de aflatoxinas (Blanco y col., 1989a, b;
Scott, 1989].

Con respecto a la determinacién de la flora fungica de otros productos
lacteos, varios estudios realizados en yogur han descrito el aislamiento de cepas
aflatoxigénicas de Aspergillus aunque, al igual que ocurria en el queso, el género
predominante era Penicillium. Asimismo, dentro de las especies productoras de
aflatoxinas el mayor porcentaje de aislamientos obtenido en estos estudios

corresponde a cepas de A. flavus [Mateos y Sudrez, 1984; Blanco v col., 1989b; Jordano y col.,
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1989].

La leche esterilizada homogeneizada y la nata constituyen buenos sustratos
para la produccién de aflatoxinas, habiendo sido detectadas cantidades superiores
a los 700 ug/ml en leche tras nueve dfas de incubacion a 22 °C y cantidades
superiores a 500 ug/g en nata [Jacquet y col., 1970). Asimismo, diversos autores han
demostrado la produccion de estas sustancias en leche en polvo, aunque el valor
de actividad de agua (a,,) tiene una gran influencia en el crecimiento de hongos y
produccién de aflatoxinas en este producto. En este sentido, Kiermeier y Behringer,
en 1977, empleando leche en polvo inoculada con A. parasiticus e incubada durante
14 dias a 20 °C detectaron la produccién de AF G,, AF G,, AF B,, AF B, y AF M,,

aunque la concentracion mayor correspondié a la AF G;.

Con relacién a la leche condensada y la mantequilla, el primer producto sélo
permite el crecimiento de hongos y la posible formacién de aflatoxinas cuando no
se encuentra azucarado; por su parte, la mantequilla ha demostrado no ser un
sustrato muy adecuado para el crecimiento de Aspergillus y, por tanto, la cantidad

de aflatoxinas detectada ha sido escasa o nula [Blanco y col., 1989b].

En resumen podemos decir que, en aquéllos productos lacteos en los que es
posible el crecimiento fingico, la incidencia de hongos capaces de producir
aflatoxinas es baja y, en cualquier caso, estos hongos constituyen una minima parte
de la flora fingica total. Dentro de los hongos aflatoxigénicos la mayor incidencia
corresponde a las cepas de A. flavus, produciéndose principalmente AF B,, AF B,
y AF G,. La produccién de aflatoxinas depende de la composicién del alimento asi
como de ciertos factores ambientales que son determinantes. Estos factores son:
temperatura, actividad de agua, pH, luz, fendmenos de competencia microbiana

y empleo de sustancias antifingicas [Blanco y col., 1989b}.
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L. 2. 2. 2. Estabilidad de aflatoxinas distintas a la AF M, en leche y

productos licteos

La estabilidad de las aflatoxinas B,, B,, G, y G, en productos lacteos no ha

sido estudiada tan ampliamente como en la AF M,.

Conrelacion al queso, varios trabajos han puesto de manifiesto la estabilidad
de la AF B, y de la AF G, durante el proceso de elaboracién, maduracién y
almacenamiento de diferentes tipos de queso: Suizo, Gouda, Manchego, etc [Lieu y

Bullerman, 1977; Blanco y col., 1988a].

En el caso de la leche los estudios son muy escasos. En 1970, Jacquet y
Boutibonnes comprobaron que la AF B, y AF G, afiadidas a leche esterilizada y

acidificada con 4cido lactico permanecieron estables durante al menos cuatro dias.

La estabilidad de las aflatoxinas de los tipos B y G en yogur ha sido
investigada por varios autores, obteniendo resultados contradictorios. Las
investigaciones realizadas por Megalla y Hafez [1982] sobre la influencia del proceso
de elaboracion del yogur sobre la AF B, describian una marcada disminucién de
esta aflatoxina, debida a la transformacién en AF B,, en condiciones acidas.
Asimismo, Megalla y Mohran [1984] describen la conversién de la AF B, a AF B,
y aflatoxicol en leche fermentada con Streptococcus lactis. De forma similar, Rasic
y col. [1991] han descrito un descenso del 97% en 600 ug/Kg de AF B, afiadida a la
leche antes de la fermentacion y un descenso del 90% si el nivel de contaminacién
era de 1.400 ng/Kg. En contraposicion a estos resultados, en un trabajo realizado
por Blanco y col. [1993], en el que se contaminaba la leche con una solucién de
aflatoxinas en bicarbonato sédico elaborando posteriormente yogur, se comprobé
la estabilidad de las aflatoxinas B, G,, B, y G, durante el proceso de elaboracién

de este producto y posterior almacenamiento a 4 °C durante 21 dias.
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I. 2. 2. 3. Incidencia de aflatoxinas distintas a la AF M, en leche y

productos lacteos

A pesar del gran niimero de investigaciones realizadas en relacién a la
determinacién de la flora fingica y condiciones de produccién de las aflatoxinas
por contaminacién directa con hongos aflatoxigénicos, se han llevado a cabo pocos
estudios sobre la presencia de estas aflatoxinas de forma natural en productos
lacteos. Algunos de los trabajos realizados en este sentido se resumen en la Tabla

1.3 [Scott, 1989].
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Tabla 1.3. Resultados obtenidos en diversos estudios sobre la incidencia de aflatoxinas diferentes

a la AF M, en productos lacteos [Scott, 1989]. (a: datos sin determinar).

Pais Muestra Incidencia Nivel® Kefs.
" Francia (QJuesos 3(dudoso) /S0 ] - TJacquet y col.
(1970)
RFA Quesos 16/222 <10 ng/g Kiermeier y Bohm
(1971)
RFA Queso 1/1 7 ng/g (AF B)) Kiermeier y Behringer
Tilsit (1972)
Francia Queso Pepper 1 muestra "Alta™ lacquet v Teherani
(1974)
RFA Queso 2/115 ) Kiermeier y Rumpf
(1975)
Rumania Queso 6/34 ) Galea y Bara
(1976)
EEUU Queso 1 muestra * Bullerman (1976}
India Queso 6/26 8-15 ng/g (AF B)) Paul y col.
(1976)
[tdn Leche 2/95 : Suzangar v col.
{1976)
India Varios 2/23 10y 20 ng/g (AF B)) Paul y col.
productos (1976)
Titnez Queso 1/248 1 ng/g (AF By) Boutrif y col.
(1977}
RDA Leche en polvo 1/18 6'4 ng/g (AF B)) Fritz y col.
{1977)
Egipto Queso 79/133 10-50 ng/g Mahrous y col.
(1978)
Checoslovaquia  Leche en polvo 5/5 42-550 ng/g (AF B,) Jesenska y Polankova
(1978)
Yugoslavia Leche 5/105 >2.500 (AF B, princi- Sutic y col.
palmente) (1979)
Francia Leche en polvo 6% ’ Jacquet y Lafont
(1979)
Egipto Queso 2/62 : Naguib vy col.
Roquefort (1983)
Espafia Leche 2/1150 0°28-0'36 ng /g (AF B,) Villareio y col.
(1984)
Japin Varios 1/320 680 ng/g (AFB) y Toya {1985)
productos 24 ng/g (AF B,)
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L. 2. 3. Legislacién sobre los niveles de aflatoxinas en productos licteos

La proteccién frente a sustancias peligrosas potencialmente presentes en
alimentos es un aspecto muy importante tanto desde el punto de vista sanitario
como econdmico. El conocimiento de los efectos téxicos, de la incidencia y de las
tecnologias aplicables al andlisis de las sustancias téxicas y peligrosas son factores
determinantes en el anilisis de riesgos y en el establecimiento de medidas
reguladoras que se plasman definitivamente en niveles de tolerancia permitidos y
en el establecimiento de métodos oficiales de andlisis por los diferentes gobiernos

[Stoloff y col., 1991].

En el caso de las aflatoxinas como contaminantes de productos licteos, las
medidas reguladoras afectan tanto a estos alimentos como a los destinados al

consumo por el ganado lechero [Van Egmond, 1989a; Stoloff y col., 1991].

Las razones para establecer limites en el contenido de AF M, en productos
lacteos fueron presentadas por la FDA y por las autoridades sanitarias holandesas.
Los argumentos propuestos por la FDA estaban basados en la mayor susceptibili-
dad de los nifios a los efectos de las aflatoxinas y en los posibles efectos de la
AF M, en la salud. El nivel maximo tolerado se determiné a partir de los datos
obtenidos durante un periodo de alta tasa de contaminacion en maiz, en un érea
de Estados Unidos donde este producto es bastante vulnerable a la contaminacién
por hongos aflatoxigénicos. Las razones argumentadas por Holanda se basaban en
diferentes estudios experimentales sobre la carcinogenicidad de la AF B, y su
comparacion con la AF M, [Stoloff y col., 1991]. En realidad, las bases cientificas para
establecer unos niveles son reducidas y se sostienen principalmente en la

semejanza estructural entre la AF B, y la AF M, [Van Egmond, 1989al.

Desde 1981 ha habido un marcado aumento en el niimerc de paises que
tienen establecidos niveles de tolerancia para la AF M, en productos lacteos (3 en
1981, 14 en 1987). La mayoria de estos paises presentan niveles de tolerancia para

distintos productos, siendo mas bajos los niveles de aflatoxina permitidos en los
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productos destinados a la elaboracién de alimentos infantiles. En la mayoria de los
casos los limites tolerados se ajustan a los limites de deteccion de las técnicas

analiticas recomendadas (Tabla 1.4.) [Van Egmond, 1989a, b; Stoloif y col., 1991].

El segundo aspecto de la legislacion sobre niveles permitidos de aflatoxinas,
estrechamente relacionado con la aparicién de estas sustancias en productos
lacteos, es la legislacién sobre alimentos destinados al ganado lechero. En la
actualidad un total de 35 paises cuentan con medidas aprobadas o propuestas.
Dentro de ellos, los miembros comunitarios presentan desde 1984 un nivel de
tolerancia méximo de AF B, en alimentos para ganado lechero de 10 ug/Kg. Por
su parte, algunos paises de la Comunidad Econémica Europea (CEE) tienen niveles
de tolerancia especificos para determinados ingredientes en los alimentos

destinados al consumo animal [Van Egmond, 1989a, b; Stoloff y col., 1991].
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Tabla L4. Niveles de tolerancia de AF M, en productos lacteos [Van Egmond, 1989, b].

Pais Alimento Tolerancia (ug/Kg)

Argentina Leche liquida 500 (M,;+B,+B.+G,+G,)
Leche en polvo 5000 M, +B,+B,+G,+G,)

Alimentos infantiles basados en leche 0'100

Austria Cualquier producto lacteo para alimentacion infantil 010

Otros tipos de leche y productos lacteos 0050

Suero y sus productos 0025

Suero en polvo y en pasta (0’400

Mantequiila 0020

Queso 07250

Leche en polvo y derivados, leche condensada 07400

y derivados

Bélgica Leche, leche en polvo y leche condensada (reconstituida) 0100
Brasil Leche y derivados del pais (500
Leche y productos lacteos importados 07100

Checoslovaquia Todos los productos lacteos salvo: 5000
Leche (500

Leche para alimentos infantiles 07100

Otros alimentos infantiles 1000

EEUU Leche entera, desnatada y batida 07300
Francia Leche en polvo para alimentos infantiles 07200
Holanda Leche y otros productos salvo: 0°050
Queso 0200

Mantequilla 07020

Leche en polvo 0’050

Alimentos infantiles 0000

Nigeria Leche liquida 1000
RFA Leche 0’050
Leche para alimentos infantiles 0’010
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Tabla L4 (continuacién}.

Pais Alimento Tolerancia (ug /Kg)
Rumania Leche v derivados (0000
Suecia Productos de leche liquida 0'050
Suiza Existente:

Leche, leche en polvo, leche condensada, nata y

leche batida 0050
Leche para alimentos infantiles 0010 (M, +B,)

Suero y sus productos 0’025
Mantequilla 0020
Queso 07250

Propuesta:
Alimentos infantiles 0020
Leche y sus derivados (050
Queso 07250
URSS Leche v derivados (0’500
Alimentos infantiles (000

L. 3. METODOS DE ANALISIS DE AFLATOXINAS EN LECHE Y
PRODUCTOS LACTEOS

I. 3. 1. Generalidades sobre el andlisis de aflatoxinas en alimentos

Desde el descubrimiento de las aflatoxinas y de sus propiedades txicas se
han realizado muchas investigaciones sobre el desarrollo de métodos para el
analists de estas sustancias. Estos métodos son necesarios para el establecimiento
de programas adecuados de control de alimentos, asi como para la investigacion
sobre aspectos relacionados con las aflatoxinas tales como su produccién por los

hongos aflatoxigénicos o el metabolismo de estas sustancias en los animales.

Independientemente del método de analisis empleado, la determinacién
especifica del nivel de aflatoxinas en un alimento implica generalmente: la recogida

de una muestra representativa, la homogeneizacién de la misma, la separacién de
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una cantidad mds pequefia a partir de la muestra original y el analisis posterior
[Dickens y Whitaker, 1986; GAQ, 1991]. El muestreo es un aspecto muy importante a la
hora de realizar una valoraciéon de la cantidad de aflatoxinas presente en un
alimento ya que puede ser fuente de un alto porcentaje de error. En este sentido,
hay que tener en cuenta que la distribucidn de las aflatoxinas en los alimentos no
suele ser homogénea, salvo en el caso de productos liquidos. Ademads, el nivel de
aflatoxinas en un alimento puede variar en funcidn de ciando se realice el
muestreo. También influye el tamario de la muestra ya que ésta debe ser represen-
tativa y suficiente para realizarse el andlisis (en el caso de alimentos liquidos suelen
precisarse cantidades menores). Asirnismo, cuando se trata de cereales, forrajes, etc,
la toma de la cantidad definitiva de muestra (muestra analitica} para realizar la
determinaciéon puede ser otra fuente de error adicional. Por estos motivos, los
procedimientos de muestreo para los diferentes alimentos deben ser disefiados de
acuerdo al modo en que se produzca la contaminacién con las aflatoxinas y a las
caracteristicas propias del alimento {Horwitz, 1984; Dickens y Whitaker, 1986; Jewers y col,,

1989; Hernandez y Sanchis, 1990].

Los primeros métodos para la deteccién de aflatoxinas, empleados incluso
antes de conocerse su estructura quimica, fueron los métodos biolégicos. Se han
realizado pruebas con la mayoria de los sistemas biolégicos [Sargeant y col., 1961}
animales vertebrados {Butler, 1969; Halver, 1969; Cole y col., 1986}, artrépodos [Draughon y
Childs, 1982; Cole y col., 1986], moluscos [Townsley y Lee, 1967], microorganismos [Yates y
Porter, 1982; Tiwari y col., 1985; Cole y col., 1986], plantas [Cole y col., 1986] y cultivos celulares
[Buckle y Sanders, 1990; Robb y col., 1990]. Algunos de estos ensayos tienen la ventaja de
ser sencillos, rdpidos y econémicos, aunque su especificidad suele ser baja [Cole y
col,, 1986]. Hoy en dia las pruebas biolégicas no suelen emplearse como sistema de
deteccién. Solo las técnicas basadas en cultivos celulares tienen cierta aplicacion en
un futuro como métodos de diagnéstico [Buckle y Sanders, 1990]. No obstante, existe
un método aprobado por la Asociacién Oficial de Quimicos Analiticos (Association
of Official Analytical Chemists-AOAC), basado en el empleo de embrién de pollo

como sistema para la deteccion de aflatoxinas [Scott, 1990a.
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El conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de las aflatoxinas (Tabla
L. 5.) ha servido para el desarrollo de numerosos métodos quimicos de analisis de
estas sustancias, siendo en la actualidad los sistemas mds empleados. Las
caracteristicas mas importantes que deben reunir estos procedimientos para ser
considerados como buenos métodos de andlisis son: especificidad, sensibilidad,
repetitividad, sencillez y posibilidad de automatizacién [Shotwell, 1986]. Preferible-
mente, los métodos empleados en el andlisis de aflatoxinas, como sucede con la
mayoria de residuos de interés, deben ser validados a través de estudios de
colaboracion entre varios l[aboratorios y aprobados por sociedades cientificas de
reconocido prestigio tales como la AOAC, la IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry), la AACC (American Association of Cereal Chemistry), etc
{Lee, 1989; Stubblefield y Van Egmond, 1989).

Tabla 1.5. Propiedades fisicoquimicas de las principales aflatoxinas [Windhloz, 1976].

B, B, G, G, M, M,

Férmula C;H,,0 CH,,O C;H,O, C,H,O; C,H,0, C-H,0,

P. Fusidn 268-269 286-289 244-246 237-240 299 293
(°C)
Fluorescen- Azul Azul Verde Verde Verde- Violeta
cia violeta

uv max. 223/25.600  265/11.700  243/11.500 265/9.700 226/23.100  221/20.000
(etanol)/e  265/13.400 363/23.400  257/9900  363/21.000 265/11.600  264/10.900
362/21.800 264 /10.00 3a57/19.000  357/21.000

362/16.100

Todos los métodos de anélisis pueden encuadrarse dentro de tres categorias:
los ensayos presuntivos, los ensayos rapidos de caracter cualitativo o semicuantitati-
vo y finalmente los métodos cuantitativos [Shotwell, 1986). Desde el punto de vista de
los métodos fisicoquimicos los andlisis presuntivos suelen aplicarse casi exclusiva-
mente a cereales y frutos secos y se basan en la inspeccion del alimento directamen-
te mediante luz ultravioleta (UV) [Steiner y col., 1988]. Los métodos rdpidos se

caracterizan por utilizar extractos semipurificados y se fundamentan en el empleo
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de minicolumnas y en la deteccién mediante observacién con luz UV [Velasco, 1972].
Por altimo, las técnicas cuantitativas suelen requerir un procesamiento complicado,
cuyos pasos principales son: extraccion, purificacion, concentracidn, separacion final,

deteccidn y cuantificacidn {Shotwell, 1986; Stubblefield y Van Egmond, 1989].

Finalmente, un grupo de técnicas que se vienen desarrollando desde los afios
ochenta para el analisis de aflatoxinas son las técnicas inmunoldgicas, basadas en
los procedimientos de enzimoinmunoanadlisis (ELISA) o radioinmunoandlisis (RIA)
para la deteccion y cuantificacién. Los estudios en este campo se han centrado en
la produccién de anticuerpos, preferentemente monoclonales, frente a las
aflatoxinas, asi como en el establecimiento de protocolos de ELISA y RIA aplicables
al anélisis de sustratos contaminados de forma natural [Chu, 1986; Pestka, 1988; Frémy y
Chu, 1989; Park y col. 1989a, b; Trucksess y col., 1989; Candlish y col., 1990]. Como hemos
mencionado anteriormente, existe también un gran interés en llevar a cabo estudios
de colaboracién para la validacion definitiva de alguno de los métodos propuestos
[Frémy y Chu, 1989]. Por otra parte, igual que ocurria con los métodos de anilisis
quimico, la necesidad de realizar ensayos rapidos para detectar aflatoxinas ha
motivado el desarrollo de sistemas comerciales de deteccién basados en técnicas

inmunolégicas, fundamentalmente ELISA.

Por ultimo, se estdn incorporando a las técnicas de andlisis de aflatoxinas
varias metodologias que incluyen técnicas quimicas e inmunolégicas combinadas.
Se trata del empleo de columnas de inmunoafinidad para la separacion de

aflatoxinas, con deteccion posterior mediante CL u otros procedimientos {Groopman
y col., 1985; Groopman y Donahue, 1988; Nahm, 1990; Scott, 1992; Sharman y Gilbert, 1991; Farjam v col.,
1992].

L. 3. 2. Métodos de anilisis de AF M, en leche y productos lacteos

I. 3. 2. 1. Métodos cromatogrificos

Las primeras técnicas cromatograficas para el andlisis de AF M, datan de

Introduccién 40



1967 y su aplicacién estaba destinada normalmente al andlisis de leche en polvo
[Purchase y Steyn, 1967; Masri y col., 1968; Roberts y Allcroft, 1968]. Hasta 1971, con un trabajo
de Jacobson y col., no se establecié el primer método para leche liquida. Este
método fue adoptado como método oficial por la AOAC y la IUPAC en 1973, junto
con el propuesto por Purchase y Steyn en 1967 para el andlisis de leche en polvo

[AOQAC, 1973; Stubblefield y col., 1973}

Posteriormente, Pons y col. (1973] propusieron un nuevo método, que fue
modificado por Stubblefiel y Shannon [1974] y que permitia el analisis de AF M, en
leche, leche en polvo, queso, nata y mantequilla a un nivel de 0’1 pg/Kg. Esta

metodologia se convirtid en método oficial de la AOAC en 1974 [Scott, 1990a].

En todas las metodologias mencionadas la extraccién de la AF M, se realiza
mediante el empleo de mezclas de solventes organicos en forma de extracciones
convencionales liquido-liquido. La utilizacion de este tipo de sistema de extraccion
presenta como problema principal la formacién de precipitados proteicos que
arrastran la aflatoxina, por lo que era necesario incluir en las metodologias un paso

de desproteinizacién [Stubblefield y Van Egmond, 1989].

El primer método que evitaba el paso anterior de desproteinizacién fue el de
Schuller y col. [1973], que consistia en mezclar la muestra de leche con Celite® y

empaquetar el s6lido resultante en una columna.

En 1979 Stubblefield realiz6 una serie de modificaciones del método original,
eliminando los pasos de desproteinizacion de las muestras y simplificando
considerablemente el proceso. Este método, aprobado en 1980, esta atin reconocido
oficialmente por la IUPAC, la AOAC y la IDF (International Dairy Federation) [Scott,
1990a]. En este caso la desproteinizacién se evitaba mediante la particién de la leche
con cloroformo en un embudo de decantacién y la adicién de cloruro de sodio para
evitar la formacién de emulsiones [Stubblefield, 1979]. No obstante, éste era un
problema que aparecia con relativa frecuencia, por lo que se desarrollaron otros

métodos de extraccién basados en el empleo de columnas con matrices de diversa
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naturaleza: tierra de diatomeas, gel de silice y otros preparados comerciales {Cauch
y col., 1979; Stubblefield y Van Egmond, 1989]. La metodologia de extraccién por columna
mds empleada ha sido la propuesta por Fukayama y col. en 1980, utilizada en
muchas ocasiones como alternativa al método de Stubblefield ya que las recupera-

ciones son equivalentes.

En 1987, Dominguez y col. desarrollaron una técnica de analisis de
aflatoxinas en leche y derivados en la que no era necesario el empleo de columnas
para la extraccion si los niveles de aflatoxina eran superiores a 0’1 ng/Kg. La
técnica se basaba en la adicién a las muestras de un 1% de bicarbonato sédico y
precipitacién posterior con solventes organicos, realizando la extraccion final con

cloroformo. La técnica obtenia un 98'2% de recuperacidén para la leche y el yogur.

A finales de los afios setenta, debido a los avances en las técnicas de
deteccion, fundamentalmente el uso de la cromatografia liquida (CL) en el analisis
de aflatoxinas, se desarrollaron nuevas metodologias para la extraccién de estas
sustancias de forma que los anélisis se realizaran en menor tiempo {Blanc, 1979; Stubble-
field y Van Egmond, 1989]. Con este fin se elaboraron distintos tipos de cartuchos de
extraccién de un solo uso, fabricados con plastico y rellenos de matrices diversas,
de las cuales la mas empleada ha sido 1a matriz de cadenas carbonadas denominada
Cys Las ventajas de las metodologias que incluyen la extraccién con cartuchos son
la rapidez, la eliminacién de la formacién de emulsiones, su aplicabilidad a
productos diferentes y la posibilidad de realizar la extraccién a partir de grandes
voltimenes de leche. El empleo de cartuchos de octildecilsilano (ODS) o de C,; fue
propuesta por Winterlin y col. [1979] y desde entonces ha sido empleada con éxito
por numerosos autores en distintas técnicas analiticas [Chang y De Vries, 1983; Ferguson-
Foos y Warren, 1984; Takeda, 1984]. Uno de estos procedimientos, aplicable a la extraccion
de AF M, y AF M, en leche y que combina el empleo de cartuchos de C;; con
columnas de gel de silice, forma parte de los métodos oficiales de la AOAC desde

1986 [Scott, 1990a].
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Debido a la composicion de la leche y sus derivados las técnicas analiticas
han requerido casi siempre el empleo de procesos de purificacion de los extractos

con el fin de eliminar sustancias interferentes en la deteccién y cuantificacion.

El problema de la purificacidn de los extractos se ha abordado con diferentes
metodologias. Las técnicas mas antiguas emplearon la CCF para purificar los
extractos, eluyendo posteriormente la AF M, de la fase estacionaria de las cromato-
placas con diferentes solventes. Estos procedimientos dejaron pronto de utilizarse
debido a que el rendimiento de estas técnicas era muy bajo y la recuperacion de la

aflatoxina complicada [Stubblefield y Van Egmond, 1989].

La mayoria de las técnicas mencionadas hasta el momento emplean para la
purificacion la particidn con diversos solventes [Schuller y col., 1973; Stubblefield y Shannon,
1974; Gauch y col, 1979; Beebe y Takahashi, 1980; Kamimura y col., 1985] 0 la extraccién en fase
solida. Esta dltima metodologia puede llevarse a cabo mediante el empleo de
cromatografia en columnas con matriz de tierra de diatomeas [Jacobson y col., 1971,
florisil {Kamimura y col., 1985], resinas, alumina {Lafont y col., 1981], celulosa [Pons y col., 1973]
y sobre todo gel de silice [Subblefield, 1979] o la utilizacién de cartuchos comerciales
[Cohen y col., 1984; Ferguson-Foss y Warren, 1984; Tyczkowska y col., 1984; Bijl y Van Pethegem, 1985],

combinando algunas de las técnicas el uso de més de una de estas posibilidades.

Asi por ejemplo, en el método de Stubblefield y Shanon [1974] la purificacién
de los extractos se realizaba en primera instancia mediante el uso de hexano o éter,
cloruro sédico y cloroformo, llevando a cabo una purificacién posterior en columnas
de celulosa. En la metodologfa modificada posteriormente por el primero de estos
autores, lo més caracteristico era el uso de columnas de gel de silice mas pequenas
y la eliminacion de la purificacién mediante particion con solventes, lo que reducia

sustancialmente el tiempo del andlisis [Subblefield, 1979].

En todos los procedimientos basados en el empleo de columnas, cartuchos
o combinacién de ambos el método de purificacion se desarrollaba eluyendo el

extracto depositado en la fase sélida con varios solventes o mezclas de éstos vy
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recuperando finalmente las sustancias de interés con el solvente adecuado.

Debido a la necesidad de desarrollar métodos rapidos, econémicos y
reproducibles, algunos autores han recomendado el uso de cartuchos comerciales,
dado que evitan las variaciones inherentes a la preparacién de las columnas en el
laboratorio. No obstante, para otros autores la posibilidad de introducir pequefias
variaciones en las columnas durante su preparacion era un aspecto positivo en estas

técnicas de purificacion.

Mads recientemente se estdn investigando dos procedimientos nuevos para la
purificacién de extractos en el andlisis de AF M, en leche y sus derivados. Se trata
por una parte del empleo de columnas de inmunoafinidad y por otra de la
aplicacion de diversas técnicas de dialisis de las que hablaremos mds detalladamen-

te en el apartado [.4. de esta introduccion.

Con relacién al uso de columnas de inmunoafinidad, existen varios métodos
descritos hasta el momento y su mayor ventaja es la eliminacion de gran cantidad
de sustancias interferentes debido a la especificidad de los anticuerpos para fijar
exclusivamente la AF M, a las columnas. El primer trabajo es el de Mortimer y col.
[1987], en el que se emplean varios tipos de columnas, obteniendo para la leche un
limite de detecciéon de 50 pg/l. Otros trabajos més recientes sobre el uso de
columnas de afinidad para la purificacién de productos lacteos son el de Sharman
y Gilbert [1991], aplicado a muestras de queso y el de Farjam y col. {1992], aplicado
a leche y que combina en forma de sistema automatizado el tratamiento mediante
columna de inmunoafinidad y un sistema de didlisis. El limite de deteccion de esta

técnica es de 0°01 pg/l, con una recuperacién del 6%.

Los aitimos pasos en el andlisis de aflatoxinas en productos lacteos son los
de separacidn, deteccion y cuantificacion. En la mayoria de los casos es necesario
concentrar en mayor o menor medida los extractos purificados para facilitar la
deteccion, en funcién de la sensibilidad de la técnica utilizada. Los métodos

aplicables a la separacion final de la AF M, y en general de todas las aflatoxinas son
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los siguientes:
- Cromatografia en columnas.
- CCF
-CL
- Cromatografia de gases (CG).

La primera de estas técnicas estad en desuso como sistema de separacion final
de las aflatoxinas, siendo las técnicas mds empleadas la CCF y, desde los afios
setenta, la CL. Con respecto a la CG su aplicabilidad para el analisis de AF M, es
escasa o nula debido a las caracteristicas fisicoquimicas de esta sustancia [Stubblefield

y Van Egmond, 1989].

La CCF fue el primer sistema utilizado para la separacion de las aflatoxinas,
desde los primeros estudios sobre estas sustancias y todavia la mayoria de los
métodos oficiales de la AOAC continuan empleando este sistema [Stubblefield y Van

Egmond, 1989; Scott, 1990a].

El desarrollo de técnicas de separacion eficaces basadas en CCF ha requerido
estudios sobre la elaboracion de patrones de aflatoxinas, solventes de desarrollo,
tipos de cromatoplacas, sistemas para el desarrollo de las cromatoplacas, etc [Nesheim
y Trucksess, 1975; Stubblefield y Van Egmond, 1989]. Hasta 1972, cuando se publica un trabajo
de Kiermeier y Miicke, todos los técnicas de CCF descritas empleaban desarrollos
cromatograficos en forma monodimensional [Purchase y Steyn, 1967; Masri y col., 1968;
Roberts y Allcroft, 1968; Jacobson y col., 1971], siendo el sistema bidimensional incorporado
a partir de esa fecha en distintas metodologias, con objeto de obtener limites de
deteccion mas bajos {Tuinstra y Bronsgeest, 1975; Bijl y Van Pethegem, 1985; Bijl y col., 1987]. No
obstante, los dos métodos oficiales de la AOAC basados en la separacién mediante

CCF emplean el sistema de desarroilo monodimensional.

Otros procedimientos de CCF se han basado en el desarrollo sucesivo con
varios solventes [Gauch y col., 1979] 0 en desarrollos multidimensionales en diferentes

posiciones [Tripet y col., 1981a; Bijl y Van Pethegem, 1985; Bijl y col., 1987].
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La deteccion de la AFM, a partir de la separacion mediante CCF se realiza
por comparacion de la fluorescencia emitida por esta sustancia bajo luz UV a
determinada longitud de onda y por el diferente factor de migraciéon (R, que
presenta con cada solvente de desarrollo empleado. En muchas metodologias la
deteccién se ha lievado a cabo visualmente, pero en la actualidad el empleo de
densitémetros hace posible la deteccidén y cuantificacién con una alta sensibilidad

y reproducibilidad [Shotwell, 1986].

Con respecto a la eliminacién de falsos positivos mediante confirmacion de
la identidad de la AF M, en técnicas de CCF, se han empleado varios sistemas:
desarrollo sucesivo con varios solventes [Serratheiro y Quinta, 1986], cromatografia
mulitidimensional [Tripet y col., 198la] y formacién de derivados [Stack y col., 1972],
principalmente por reaccién con dcido trifluoroacético (ATF) (Trucksess, 1976;
Stubblefield, 1987; Stubblefield y col., 1980], una de cuyas variantes estd aprobada como

método oficial de la AQAC desde 1984 [Van Egmond y col., 1978; Scott, 1990a].

En relacién al empleo de la CL para la separacién y deteccion de la AF M,
su desarrollo ha sido muy amplio desde los afios setenta. Todos los métodos tienen
en comun el empleo de detectores de fluorescencia y, salvo la técnica de Ferguson-
Foos y Warren desarroliada en 1984, en la que se emplea CL en fase normal, todas
las restantes metodologias se basan en la CL en fase reversa con columnas de
matriz C,,; (excepto la técnica de Chang y De Vries [1983], que utiliza columnas de
matriz Cy). La confirmacién de la identidad de la AF M, al emplear métodos de CL
se ha llevado a cabo mediante CCF, derivatizacién con ATF o espectrometria de

masas [Kiermeier y col., 1978; Nesheim y Bumley, 1981].

L. 3. 2. 2. Métodos inmunolégicos para el analisis de AF M, en leche y

productos licteos

Los métodos inmunoldgicos para la deteccion de aflatoxinas no se desarrolla-
ron hasta finales de los afos setenta. Como paso previo para el desarrollo de estos

procedimientos ha sido necesaria la preparacion de estas sustancias como
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inmunogenos, ya que debido a su bajo peso molecular se comportan como
haptenos, no siendo capaces por si solas de inducir la formacién de anticuerpos

[Frémy y Chu, 1989; Chu, 1986].

El siguiente paso ha sido la produccién de anticuerpos [Frémy y Chu, 1989]. En
el caso de la AF M, hay diversos estudios sobre la produccién de anticuerpos tanto
policlonales como monoclonales frente a esta toxina, aunque en la mayoria de los
casos son frecuentes las reacciones cruzadas con otras aflatoxinas [Woychik y col., 1984;

Kaveri y col., 1987; Dixon-Holland y col., 1988].

Una vez superados estos requisitos se han puesto a punto diversas técnicas
de determinacidon. En este sentido hay trabajos sobre el empleo de RIA y ELISA,
siendo esta tltima metodologia y concretamente el ELISA competitivo directo el
sistema mas difundido [Pestka vy col., 1981; Frémy y Chu, 1984; Marttbauer y Terplan, 1985]. Estas
técnicas pueden ser aplicadas tanto a leche como a otros productos lacteos, con
pasos previos de purificacién normalmente basados en el empleo de cartuchos de
fase normal o reversa. Los limites de deteccién para estas técnicas aplicadas a leche
oscilan entre (0’005 [Martlbaver y Terplan, 1985] y 025 ng/Kg ([Pestka vy col., 1981},
0’01 ng/Kg en el caso del yogur [Frémy y Chu, 1984] y 0'05 ng/Kg en técnicas

aplicadas en queso [Frémy y Chu, 1984].

I. 3. 2. 3. Validacién y comparacién entre los métodos de analisis de AF M,

en leche y productos lacteos

Hemos comentado con anterioridad que diversos organismos (AOAC, IDF,
IUPAC...) llevan a cabo de forma periédica estudios de colaboracién con objeto de
validar el empleo de diversos métodos de andlisis. Los aspectos que se tienen en
cuenta en estos estudios son: sensibilidad, especificidad, limite de deteccidn,

reproductibilidad, repetitividad, coste, tiempo de ejecucion y sencillez.

La mayor parte de estos estudios se han desarrollado sobre técnicas de CCF

y CL, habiendo finalizado en 1992 un estudio de colaboracién preliminar propuesto
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por la IDF, sobre la determinacién de AF M, empleando columnas de inmunoafini-
dad [Scott, 1992]. Existen numerosos estudios de este tipo sobre técnicas de
inmunoandlisis en otros productos y en el caso de los productos lacteos hay varios
trabajos sobre la comparacion entre técnicas cromatograficas e inmunolégicas, asi
como entre varios procedimientos inmunolégicos {Frémy y Chu, 1989; Stubblefield y Van

Egmond, 1989].

Otro aspecto importante en la validacién de métodos son los estudios
interlaboratoriales, entre los que destacan por su importancia el Programa de
Andlisis de AF M, de la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Céncer
(IARC) {Friesen, 1989] y los métodos de analisis llevados a cabo por la Oficina de
Referencia de la Comunidad Europea (BCR), uno de cuyos proyectos mas
importantes ha sido la elaboracién de materiales de referencia (leche en poivo
contaminada con AF M, de forma natural a distintos niveles) para su empleo en la

comprobacién de métodos analiticos [Van Egmond y Wagstaffe, 1986, 1988].

I. 3. 3. Métodos de andlisis de otras aflatoxinas en leche y productos lacteos

A pesar de la mayor importancia del andlisis de la AF M, en productos
lacteos, se han desarrollado algunas metodologias para la deteccién de otras
aflatoxinas (B,, B,, G,, y G;), fundamentalmente en queso. Pocos de estos procedi-
mientos abarcan exclusivamente la deteccién de esas cuatro aflatoxinas, siendo la

mayoria aplicables también al andlisis de la AF M, [Scott, 1989].

Los pasos de extraccién y purificacién en los primeros métodos publicados
se realizaban mediante particién con solventes orgdnicos, llevando a cabo la

deteccién mediante CCF [Scott, 1989].

En 1976, Kiermeier y Weiss publicaron un método rapido para el andlisis de
las cinco aflatoxinas mencionadas en varios productos lacteos. La extraccion se
llevaba a cabo con cloroformo afiadiendo una solucién de acido sulfosalicilico para

romper las emulsiones. La purificacion se realizaba con columna cromatografica de
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gel de silice y la detecciéon mediante CCF y densitometria.

La metodologia desarrollada por Dominguez y col. {1987] (ver apartado
1.3.2.1.) aplicable a leche, yogur y queso, también permite el andlisis de varias

aflatoxinas (M, y B,), con unos porcentajes de recuperacién elevados.

En 1985, Kamimura y col. pusieron a punto un método basado en la
deteccién mediante cromatografia en capa fina de alta eficacia (CCFAE), aplicable
al analisis de las cinco aflatoxinas en queso y otros productos, con un limite de

deteccion de 0'10-0°20 pg/Kg.

Con el desarrollo de los sistemas de CL también se han propuesto métodos
para el andlisis de varias aflatoxinas en derivados ldcteos. Asimismo, existen
algunos trabajos sobre el uso de técnicas inmunolégicas para este tipo de andlisis

[Scott, 1989].

I. 3. 4. Métodos comerciales para el andlisis rapido de l1a AF M, sola o en

combinacion con otras aflatoxinas

Los sistemas comerciales disponibles hasta el momento para el analisis
rapido de aflatoxinas en alimentos se basan principalmente en técnicas inmunol6gi-
cas: ELISA o columnas de inmunoafinidad. Las caracteristicas de estos sistemas se
detallan en la Tabla L6 [Lee, 1989). Por otro lado, las minicolumnas de afinidad
también se emplean para la purificacion de extractos previa a la deteccién mediante
CL, incluyéndose también en la tabla los sistemas comerciales disponibles

actualmente para ese fin.
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Tabia 1.6. Relacién de los sistemas comerciales disponibles en la actualidad para el anilisis

rapido de aflatoxinas en alimentos as{ como de los métodos comerciales aplicables a la purificacién de

extractos [Lee, 1989],

Sistema AF Tipo de Nivel de Tiempo Aplicacion
sistema deteccidn
Aflatoxin M, M, ELISA micro- 001 ng/Kg 4r Semicuantitativo
test titulacion
AgriScreen By, B,, G,,  ELISA micro- 1° 12 Visual, instrumentai,
M, titulacién 02 AF M* semicuantitativo,
cuantitativo
Aflatoxin M, M, Columna de <01 3P Visual v semicuan-
afinidad titativo
Aflatest-P B,, G, B, Columna de 22 7° Instrumental,
G, M, afinidad 0’1 AF M* semicuantitativo
Aflatest-P B., G, B,, Columna de 5 Purificacién para CL
G, M, afinidad
Easi-Extract M, Coiumna de 17 Purificacion para CL

M,

afinidad

* medideo en mg/Kg.

* medido en min/muestra.

¢ tiempo de purificacidn en min.

I. 3. 5. Métodos empleados para el andlisis de aflatoxinas en leche y

productos lacteos segiin las reglamentaciones oficiales

Una de las consecuencias practicas del desarrollo de métodos de analisis y

de los estudios de validacién de éstos es la adopcion por parte de autoridades

nacionales o supranacionales de una determinada metodologia como método oficial.

En el estudio realizado por Van Egmond en 1989 sobre la situacion de la

reglamentacion acerca de los niveles de aflatoxinas en alimentos en los distintos

paises, se aprecia que todavia pocos cuentan con métodos oficiales y en otros casos

los métodos estan en fase de propuesta. En los paises que cuentan con metodologia

oficial ésta se basa en técnicas de CCF o CL, a menudo segun los métodos oficiales

de la AOAC o modificaciones sobre éstos [Van Egmond, 1989a] (Tabla 1.7.)
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Tabla 1.7, Situacién actual sobre tos métodos de andlisis de aflatoxinas en productos lacteos en

diferentes paises [Van Egmond, 1989al.

Metodologia
Pais Productos Caricter Tipo Referencia
Argentina Leche Oficial CCF Stoloff y Scott, 1984
Leche en polvo Oficial CCF Stoloff v Scott, 1984
Alimentos infantiles Propueste CCF Stubblefield, 1979
Austria Todo tipo de Oficial CCF Grupo de Trabajo, 1985 *
productos licteos y CL
Antigua Todo tipo de Oficial Métodos de la AOAC publicados
Checoslo- productos lacteos en el Acta Hygienica
vaquia
EEUU Leche entera, desnatada y Oficial CCF Stoloff y Scott, 1984
leche en polvo y CL
Francia Leche en polvo para Oficial CCF Arreté 20/10/85
alimentos infantiles Journal Officiel de la République
Frangaise, 20/11/85
Holanda Leche, leche en polvo, Propuesto  CCF Stubblefield, 1979 modificado
queso, mantequilla y y CL
alimentos infantiles
Suecia Productos facteos CL Métodos Oficiales de la AOAC
liquidos con modificacion para CL segiin
De Vries y Chang, 1882
Suiza Leche, leche en polvo, Oficial CCF Grupo de Trabajo, 1982
crema, leche condensada, y CL
mantequilia y queso
Antigua Leche v otros Oficial Methodic documents Minszdrav
URSS productos USSR 2273-80 (10/12/80) y 4082-

86 (20/03/86)

* publicacién que incluye tres métodos: el de Gauch y col., (1979), el de Steiner y Battaglia, (1983)

y el Método del Laboratorio Cantonal de Zurich.
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I. 4. TECNICAS DE MEMBRANA PARA LA EXTRACCION Y SEPARA-
CION DE SUSTANCIAS

1. 4. 1. Antecedentes

La tecnologia de membranas se viene aplicando en la industria alimentaria
y farmacolégica desde hace mas de tres décadas. Los procesos mas empleados son
ultrafiltracién, 6smosis inversa, electrodialisis, microfiltracion, etc [Leiva, 1992; Prasad
y Sirkar, 1989]. No obstante, la necesidad de encontrar sistemas de extraccién y
separacion de residuos de interés sanitario y ambiental en alimentos, agua, fluidos
orgénicos y otros sustratos, ha hecho que se investigue el uso de estas tecnologias
en el campo del andlisis de residuos téxicos, incluidas las micotoxinas [Tuinstra y col.,

1989, 1990; Aerts y col., 1990].

El fin que se persigue en estos casos es la eliminacién de sustancias que
interfieran en la posterior deteccién de los analitos y la concentracion de éstos. Por
otro lado, con el empleo en varias técnicas desarrolladas recientemente de sistemas
de deteccion sofisticados y de coste elevado (columnas separadoras para CL,
precolumnas de inmunoafinidad, etc), se estd probando el empleo de sistemas
basados en el uso de membranas, que permitan obtener un alto grado de
purificacién de los extractos, de modo que se asegure el mejor mantenimiento y

eficacia de los equipos [Aerts y col., 1990; Farjam y col., 1992].

Dentro de la investigacion de los procedimientos de membrana para el
analisis de residuos los estudios se han centrado en las técnicas de dialisis, que
solventan en gran medida los problemas ocasionados por los procedimientos

tradicionales de extraccion liquido-liquido.

La extraccion liquido-liquido convencional ha formado parte de numerosas
metodologias para extraer micotoxinas desde los primeros andlisis de estos
compuestos. En la extraccidon liquido-liquido el compuesto de interés tiende a

distribuirse rdpidamente entre los dos liquidos o solventes puestos en contacto,
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segun su solubilidad relativa en ambos. Los dos liquidos suelen ser inmiscibles y
torman dos fases distintas que pueden ser separadas facilmente mediante
decantacion. No obstante, y al encontrarse las dos fases intimamente unidas, es
frecuente la formacién de dispersiones de un solvente en el otro, que pueden ser
bastante estables y dificultar la recuperaciéon de las sustancias de interés. Otros
problemas que se derivan del empleo de esta metodologia cuando las muestras son
muy complejas (alimentos, fluidos orgénicos, etc), es la formacién de precipitados
de proteinas o la formacién de micelas de lipidos, que pueden interferir en la

deteccion o "secuestrar” 10s analitos disminuyendo su recuperacion (Sirkar, 1990].

El empleo de membranas porosas para la separacion de los dos liquidos
resuelve en parte estos problemas ya que el contacto entre ambos solo es posible
a través de los poros, con lo cual se reduce la formacion de dispersiones. Ademas,
si el tamano de los poros es el adecuado, se evita la formacién de emulsiones
lipidicas y precipitados, llegando a establecerse el paso selectivo de sustancias de

un lado al otro de la membrana [Sirkar, 1990].

A continuaciéon se describen algunos de los sistemas de membrana

propuestos por varios autores para la extraccién de diferentes tipos de sustancias.

En 1984, Kiani y col. desarrollaron el empleo de un sistema de extraccion con
una fase acuosa y otra organica separadas por una membrana porosa hidrofébica
de polipropileno. Esta membrana se humedecia previamente con uno de los
liquidos, de forma que los poros se rellenaran con el solvente, disponiendo a
continuacién el otro liquido en la parte opuesta de la membrana. En estas
condiciones uno de los dos liquidos, que era considerado como el liquido
humectante, tendia a desplazar al otro fluyendo a través de la membrana y creando
dispersiones en el otro solvente. Por este motivo, la interfase tenia que ser
estabilizada manteniendo una mayor presién en el liquido no humectante, de forma
que se creaban dos fases inmoviles a través de las cuales se producia el intercambio
de solutos sin formarse dispersiones de un liquido en otro. La mayor influencia en

el rendimiento del proceso la ejercia la propia membrana debido a sus caracteristi-
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cas geométricas y sus propiedades de porosidad, tortuosidad y espesor. La
aplicacién de la técnica detallada en este trabajo era la extraccion de dcido acético

presente en una solucién acuosa a otra solucion de xileno.

Cussler y col., en 1987, patentaron un aparato para la extraccion liquido-
liquido mediante separacién a través de una membrana porosa, con objeto de
mejorar los rendimientos de los sistemas anteriores. En este trabajo se especificaban
las caracteristicas que debian tener las membranas y los solventes empleados en la
extraccién, de forma que se recomendaba que el solvente que humedeciera la

membrana fuera aquél en el que el analito presentase una mayor solubilidad.

Posteriormente, y siguiendo la misma linea de trabajo anterior, Prasad y
Sirkar [1989] desarrollaron un sistema difésico para la extraccion de dcido mevinolini-
co a partir de caldos de cultivo de Aspergillus terreus, empleando membranas

porosas asimétricas formadas por una capa hidrofilica y otra hidrofébica.

En 1990, Sirkar disefié un equipo para la extraccién industrial de forma
automadtica de varias sustancias de interés farmacolégico, basado en el procedi-
miento anterior. El sistema desarrollado por Sirkar en esta patente pretendia
subsanar algunos de los problemas que se planteaban con la metodologia descrita
por Kiani y col., en 1984. El principal problema era que el proceso anterior requeria
el empleo de un controlador que asegurara el mantenimiento de la diferencia de
presion necesaria durante la dialisis, En la mayoria de los casos esos aparatos eran
costosos y daban lugar a pequefias variaciones de presion que alteraban el proceso
de extraccién. En la patente de Sirkar de 1990 se proponia el uso de varios tipos de
membranas asimétricas (con una cara hidrofilica y otra hidrofébica), que permitian
el mantenimiento estable de la interfase entre los dos liquidos {uno miscible con

agua y el ofro inmiscible), de forma que no era necesario el control de la presién.

Actualmente uno de los aspectos de mas interés en el desarrollo de sistemas
analiticos es su posibilidad de automatizacion. En relacién a las técnicas de

deteccion uno de los procedimientos mas empleados en el andlisis de residuos de
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interés sanitario y ambiental es la CL. Esta técnica se presta mejor que otras a la
adaptacion de sistemas de preparacién de las muestras totalmente automatizados
con las ventajas en la reduccion de tiempo y mano de obra que ello supone [Cooper

y col., 1988).

En este sentido hay varios trabajos sobre la aplicacion de diferentes modulos
de didlisis automaticos, combinados con sistemas de CL, para la purificacion y
concentracion de residuos con vistas a la preparacién de numerosos tipos de

muestras.

Asi, Aerts y Beek [1988] desarrollaron un sistema automético, empleando un
bloque dializador comercial de flujo continuo, para el analisis de sulfonamidas en
carne, huevos y leche. Posteriormente, este grupo de trabajo ha adaptado el

mencionado sistema para el andlisis de compuestos nitrofuranicos [Aerts y col., 1990].

Con respecto a la aplicacién de técnicas de membrana dentro del andlisis de
micotoxinas las primeras referencias son de 1965, empleandose un proceso de
didlisis para la purificacién de extractos obtenidos mediante sistemas conven-
cionales de extraccion liquido-liquido [Jayaraman y col., 1965]. Roberts y Patterson, en
1975, publicaron un trabajo en el que se incorporaba durante la fase de purificacion
un procedimiento de didlisis con volimenes muy reducidos, con el fin de eliminar
pigmentos y lipidos de los extractos, para la deteccién posterior de varias
micotoxinas en diferentes alimentos. Posteriormente, en 1981, Howell y Taylor
emplearon este mismo sistema de purificacién en el desarrollo de una técnica de
multiextraccién de micotoxinas en piensos. La didlisis se efectuaba a partir del
extracto obtenido empleando un cartucho de purificacién tipo Sep-Pak® y la
deteccidn se realizaba por CCF o CL. Asimismo, Eller y col. [1985] desarrollaron un
sistema de pretratamiento de las muestras para el andlisis de patulina, mediante

adicién de acido ascérbico y dializacion posterior.

En el caso de las aflatoxinas, aparte de los trabajos mencionados anterior-

mente, Patterson y Roberts, en 1975, adaptaron el procedimiento de didlisis para la
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purificacidn de extractos de leche con el fin de detectar AF M,. Mds recientemente,
Tuinstra y col. [1989, 1990] han empleado un equipo dializador automético,
combinado con un sistema para la concentracién de residuos, en la preparacién de
muestras de leche descremada para el analisis de AF M, mediante CL. La aplicacion
de este sistema presenta las ventajas de no requerir ningtin solvente organico para
la preparacién de las muestras de leche y de que el tiempo de realizacion de los
andlisis es reducido. El porcentaje de recuperacion obtenido por estos autores es del

50% y el limite de deteccién de 50 ng/Kg.

Otra aplicacion de los sistemas de didlisis automdticos aparece en un trabajo
de Farjam y col. [1992]. Estos autores han empleado varios sistemas de diélisis en el
tratamiento de muestras de leche para el andlisis de AF M,. La finalidad de este
proceso de dialisis era purificar las muestras para su paso posterior a través de una
columna de inmunoafinidad, de forma que fuera posible conseguir la reutilizacién
de las columnas, que pierden efectividad rapidamente con los procesados normales
de las muestras debido a la degradacién de los anticuerpos por accién de las

enzimas proteoliticas de la leche.

I. 4. 2. Dialisis difasica

I. 4. 2. 1. Fundamento de la técnica

Una de las técnicas mas sencilias dentro de los procesos de diélisis para la
extraccidon de residuos de diverso origen es la denominada didlisis difdsica (DD),

desarrollada y patentada en nuestro laboratorio [Dominguez y col., 1991, 1992].

El proceso se basa en la separacidn de dos liquidos inmiscibles mediante el
empleo de tubos de didlisis elaborados a partir de una membrana semipermeable
de celulosa regenerada. En esas condiciones el paso de los analitos de un solvente
a otro viene determinado por el coeficiente de particién entre ambos y por la
capacidad de atravesar los poros de la membrana. Segiin esto, a partir de la eleccion

adecuada de los solventes y de la membrana, es posible obtener la recuperacién de
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los analitos con una gran selectividad [Blanco y col., 1991; Dominguez y col., 1991, 1992].

Los residuos de interés sanitario y medioambiental, donde se incluyen las
micotoxinas, son normalmente compuestos que cumplen dos propiedades: poseer
un bajo peso molecular y ser méas solubles en solventes orgénicos que en soluciones
acuosas. A esto hay que afiadir que estos compuestos a menudo se encuentran
presentes de forma natural en soluciones acuosas, ya sean alimentos (leche,
zumos...) o fluidos organicos (orina, suero, etc). Por este motivo, las aplicaciones de
la DD desarrolladas posteriormente en nuestro laboratorio utilizan como liquido
extractante diferentes solventes orgédnicos, que se colocan en el interior de los tubos
de didlisis. La membrana empleada es resistente a la accién de los solventes y
presenta un tamano de poro pequefio, de forma que se consigue el paso de las
sustancias de interés mientras la mayoria de los compuestos interfirientes de alto
peso molecular permanecen en la fase acuosa. La ventaja principal que se deriva de
la DD es que se trata de un sistema simultdneo de extraccién y purificacién, que no
requiere un control sobre la presién y que en la mayoria de sus aplicaciones
permite la deteccién directa de los analitos en el extracto organico sin necesidad de

otros pasos de purificacién [Btanco y col., 1991; Dominguez y col., 1991, 1992].

Brevemente, podemos describir el procedimiento de DD de la siguiente
forma: una vez preparados, los tubos de didlisis se introducen en un matraz que
contiene la matriz acuosa con el analito y el conjunto se incuba en agitacién orbital
con temperatura controlada durante un periodo de tiempo variable. Finalizada la
extraccién, la fase orgénica contenida dentro del tubo se procesa mediante técnicas

convencionales [Blanco y col., 1991; Dominguez y col., 1991, 1992].

Como hemos mencionado en pdrrafos anteriores, el rendimiento de la
extraccion mediante DD depende del coeficiente de particién del compuesto en las
dos fases, siendo la transferencia (cuando se emplean volimenes iguales de
liquidos) superior al 50% en muchos de los casos. En este sentido, igual que ocurre
en los procesos de didlisis convencional, la eficacia de la transferencia puede variar

si se modifican los pardmetros de realizacion de la diélisis {Blanco y col., 1991; Dominguez
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y col., 1991, 1992].

Segun los resultados obtenidos en los diferentes estudios se ha comprobado
que la modificacién de los pardmetros y la determinacién de las condiciones

optimas de realizacion de la técnica varian en funcién de la sustancia investigada.

Las condiciones bdsicas para optimizar el sistema son las siguientes:
naturaleza del solvente orgénico, relacion de volumen entre la fase acuosa y la
orgdnica, tiempo y temperatura de extraccién, pH de las muestras y preparacion de
las mismas en el caso de tratarse de matrices sélidas [Blanco y col., 1991; Dominguez y col.,

1991, 1992].

L. 4. 2. 2. Aplicaciones de la DD

La técnica de DD desarrollada en nuestro laboratorio presenta numerosas
aplicaciones, algunas de las cuales se encuentran todavia en fase de experimenta-

cidn. Las mas destacadas son:

- Analisis de patulina en zumos de manzana y alimentos infantiles, con
posterior deteccién mediante CCF o CL de fase reversa [Prieta y col., 1992, 1993; Prieta,

1993].

- Extraccién de cloranfenicol en leche con deteccién por CL. de fase reversa
[Bayo y col., 1992, 1993].

- Andlisis de clembuterol en orina de bévido, con deteccién mediante

CCFAE [Céamara y col., 1992].

- Extraccion de heptacioro en muestras de agua, con posterior deteccién

mediante CCFAE [Dominguez y col., 1992].
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- Andlisis de ocratoxina A en trigo, con deteccion por CCFAE, de esterigma-
tocistina en zumos de frutas con deteccién mediante CCF, de avermectina en
medios de cultivo microbiolégicos (deteccién por CL de fase reversa) y de
hidrocarburos poliaromaticos en agua y suelo (deteccién por CL de fase
reversa). Todas estas aplicaciones se encuentran actualmente en fase de

investigacion en nuestro laboratorio (resultados no publicados).

L. 4. 2. 3. Ventajas generales de la técnica de DD

En todas las aplicaciones de la técnica de DD desarroliadas hasta el momento
ha sido posible comprobar una serie de ventajas frente a los procedimientos

alternativos empleados para la extraccién de residuos.

En primer lugar podemos destacar que la aplicacién de la técnica es muy
sencilla, no requiriendo personal especializado. Asimismo, otra ventaja importante
es su economia, tanto en material general como en el especifico para la realizacién
de la DD. La economia de tiempo en cuanto al periodo de ocupacién de los técnicos
también es notable. A todo esto hay que sumar que, en los casos en que no se
requieren procedimientos afiadidos de purificacién, la sencillez y reduccién en el

tiempo del andlisis es atin mayor {Dominguez y col., 1991, 1992].

Por dltimo, una ventaja importante desde el punto de vista de la seguridad
en el laboratorio y del riesgo de contaminacién medioambiental es el poco volumen
de solventes orgénicos téxicos necesario para realizar las extracciones [Dominguez y

col., 1991, 1992].

I. 4. 2. 4. Posibilidades futuras de la técnica de DD

Dentro de las posibilidades que encierra el empleo de la DD como técnica
analitica se encuentra su adaptacién como sistema para la extraccion simultanea de
varios compuestos distintos en una misma muestra. El desarrollo de sistemas de

multiextraccién es un aspecto importante del anélisis de residuos, debido a que
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supone la simplificaciéon de las tecnologias, la reduccién de los costes y la
posibilidad de obtener de forma unificada informacién sobre la presencia de grupos

de compuestos de interés en un mismo tipo de muestra.

Por otro lado, hemos mencionado con anterioridad la tendencia actual
creciente sobre la puesta a punto de metodologias de analisis de forma total o
parcialmente automatizadas. Desde este punto de vista la automatizacion del
proceso de DD supondria el paso de un sistema estdtico a uno de flujo continuo,
con el que se podria conseguir la mixima extraccién en un periodo de tiempo

menor.

Asimismo, y relacionado con el punto anterior, es posible pensar en la
aplicabilidad de la DD para la extracciéon de compuestos de interés industrial, tales
como antibiéticos a partir de los procesos de fermentacién. El empleo de metodolo-
gias de este tipo ya ha sido sugerido por otros autores como Prasad y Sirkar en
1989 o Sirkar en 1990.

En resumen, podemos decir que las posibilidades analiticas de la DD son en
principio muy extensas, siempre que las sustancias que se analicen sean compuestos
de bajo peso molecular y con mayor solubilidad en solventes organicos que en

soluciones acuosas.
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II. 1. OBJETIVQOS E INTERES DEL TRABAJO

El presente trabajo se encuadra dentro de una linea de investigacion
orientada a la puesta a punto de nuevos métodos de andlisis de micotoxinas y

otros contaminantes ambientales en alimentos y muestras biolégicas.

Las técnicas modernas para el analisis de residuos se caracterizan por su
sensibilidad, especificidad, rapidez y posibilidades de automatizacién, siendo otros
aspectos no menos importantes la sencillez de realizacidn, la disminucidén en el
gasto de material y reactivos y la preocupacion por reducir la contaminacion

medioambiental y el contacto del personal de laboratorio con solventes téxicos.

Asimismo, otro punto de interés es el desarrollo de técnicas analiticas
aplicables a sustratos diferentes y a varias micotoxinas u otros residuos simultdnea-
mente, de modo que se pueda obtener informacién sobre la presencia de estos
compuestos empleando la misma metodologia, con las ventajas de reduccién de

tiempo y gastos que ésto conlleva.

No obstante, los avances en las técnicas analiticas no han favorecido por
igual a todas las fases del proceso, siendo la propia extraccidon de los residuos en
la parte del andlisis en la que se han efectuado menos mejoras. En este sentido,
aunque existen algunos trabajos recientes sobre el desarrollo de nuevas técnicas
aplicables en esta fase del proceso analitico, persiste la necesidad de investigar
metodologias de extraccion de residuos que se ajusten a las caracteristicas

mencionadas de senciilez, economia y seguridad.

El objetivo de este trabajo es desarrollar una técnica nueva de andlisis de
aflatoxinas en leche y productos lacteos prestando especial atencién a la fase de
extraccion. Esta técnica se basara en el empleo del sistema de dialisis difdsica que
se estd investigando en nuestro laboratorio y que es aplicable a la extraccién de
compuestos de bajo peso molecular més solubles en solventes orgénicos que en

soluciones acuosas.
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Esta técnica se pretende adaptar a cuatro sustratos diferentes: leche, leche

en polvo, yogur y queso, con objeto de comprobar su versatilidad.

Por otro lado, y a pesar de que el mayor interés en la contaminacién de
productos lacteos por aflatoxinas radica en el analisis de la AF M,, se estudiara
también la eficacia de la DD para la extraccién simultidnea de la AF B, y AF G, a
partir de los mismos productos. De esta forma se pretende preparar la técnica
como un sistema multiextraccién para evaluar la contaminacion tanto de tipo

indirecto como directo de estos alimentos por aflatoxinas.

Una vez desarrolladas las distintas técnicas analiticas, los estudios se
centrardn en comprobar la validez de la DD para la extraccion de AF M, en
muestras de leche comercial. El propésito de este estudio serd también conocer la
incidencia de AF M, en este producto, ya que los trabajos sobre este tema en

Espafia son muy escasos.

Por tiltimo, este trabajo se completard con un estudio en el que se empleard
leche en polvo contaminada con AF M, de forma natural, suministrada por la
Oficina de Referencia de la Comunidad Europea (BCR), con objeto de comprobar
la eficacia de la metodologia de DD desarrollada para la extraccion de AF M, en

este producto lacteo.

En resumen, los objetivos del presente trabajo son:

1. Desarrollo de una nueva técnica de extraccidn de micotoxinas en

alimentos basada en un procedimiento de didlisis como fase de extraccion.

2. Aplicacion de la técnica para la extraccion de AF M, de leche, leche en
polvo, yogur y queso, con deteccidn posterior mediante un sistema de

cromatografia en capa fina.
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3. Aplicacién de la DD para la extraccién de otras aflatoxinas (AF G, y

AF B,) de los productos lacteos mencionados.

4. Estudio de la incidencia de AF M, en leche comercializada en la
Comunidad de Madrid.

5. Empleo de materiales de referencia con objeto de validar la técnica

desarrollada para la extraccion de AF M, de leche en polvo.
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III. 1. MATERIAL

I1I. 1. 1. Aflatoxinas

- Patrones. Se empiearon aflatoxinas en forma cristalina suministradas en viales de 1 mg -AF B,
y AF G- y 0°01 mg -AF M,- (Sigma Chemical).

- Soluciones de trabajo. A partir de los patrones se elaboraron soluciones de cada una de las
aflatoxinas a diferentes concentraciones, empleando triclorometano, acetonitrilo y medio de

cultive de hongos de Adye v Mateles [1964] (AM} como solventes,

IIL 1. 2. Aparatos de uso general

- Rotavapor tipo VV-1 (Heidolph Selecta).

- Bomba de vacio A-C motor n° 1276 (General Electric).

- Balanza monoplate modelo 126 MP (Sartorius).

- Medidor de pH modelo 414 (Crison),

- Agitador de tubos (Selecta).

- Agitador de vaivén (Heron).

- Secador de cabello (Braun).

- Vitrina de extraccién de gases.

- Lampara de luz UV Camag Standard n® 29200, con luz UV de 366 nm Sylvania FBTS/BLB y
de 254 nm S Germicidal GBTS.

- Barfio termostatico modelo 401 (Univeba).

- Autoclave (Selecta).

- Cémara de incubacién a 37 °C.

- Estufas de cultivo a 42° C.

- Arcon congelador de -20 °C.

- Cémara de refrigeracion.

- Horno regulable entre () y 250 °C (Heraeus).

- Ordenador personal COP 486 (Comelta).

- Ordenador personal Olivetti PCS 386sx.

- Programas informaticos Word Perfect 5.1., Harvard Graphics 3.0. v Endnote.
- Espectrofotometro Hitachi 150-20 Spectrophotometer, equipado con procesador de datos
Hitachi 150-20 Data Processor.

- Homogeneizador de aspas (Fediya).
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- Agitador incubador con temperatura y agitacion orbital ajustables Modelo G25
{New Brunswick Scientific).
- Agitador incubador con temperatura y agitacion orbital ajustables Lab-line Orbit Environ-

Shaker (Lab-line Instruments).

III. 1. 3. Material de vidrio

- Pipetas Pasteur,

- Pipetas graduadas de 1, 5 y 10 ml.

- Probetas de 10, 25, 50, 100 y 250 ml.

- Embudos de decantacién cénicos de 250 y 500 ml, con Have de teflén y tapon de polietileno.
- Embudos de vastago corto.

- Matraces Erlenmeyer de 50, 100, 250, 50 y 1000 ml.

- Matraces en forma de pera de 500 mli especiales para rotavapor.
- Tubos de centrifuga conicos de 10 ml graduados y sin graduar.
- Viales color ambar de 5 y 10 ml con tapén de rosca.

- Miniviales de 2 ml con tapén de rosca.

- Matraces aforados de 10 y 100 ml de capacidad.

- Frascos de vidrio con tapon de rosca, de distinta capacidad (Pyrex).

IIL. 1. 4. Reactivos (Grado analitico).

- Triciorometano.

- Diclorometano.

- Acetato de etilo.

- Acetona.

- Metanol.

- Alcohol isopropilico.

- Acetonitrilo.

- Sulfato sodico anhidro.

- ter etilico.

- Eter dietilico.

- Solucién de NaOH 1M.

- Solucién de HCI 1IN,

- Solucién de lejia comercial al 10%.
- Solucidn de NaHCO, al 0'3%.
- Solucidn de Na,HPQ, al 3%,
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- Solucién para la preparacion de las muestras de queso {Tuinstra y col.,, 1989].

Composicion:

- Na,CH,0,.2H,0 100 g
. CINa 45 g
. NaN, 10g
. Agua destilada 10070 ml

III. 1. 5. Medios de cultivo

- Medio AM

Composicién:

. Glucosa 5000 g

. {NH,:LS0, 300 g

. KPOH, 1000 g

. Mg80,.7H,0 200 g

. Na,B,0;.10H,0 070 mg
. (NH,):Mo0,0,4H,0 050 mg
. Fey(SO,);.6H,0 10°00 mg
. ZnSO.7H,0 1760 mg
. MnSO_H,O 011 mg
. CuSC,.3H,0 (30 mg
. Agua destilada 1000700 ml

Preparacion:

Se elaboraban dos soluciones de sales con el fin de evitar la precipitacion de algunas
de ellas. La primera con los compuestos de hierro y zinc y otra con las sales de boro, molibdeno,
manganeso ¥ cobre, Estas soluciones se afiadfan una vez disueltos el resto de los componentes y en la
proporcién de 1 ml/1. El medio asi preparado se esterilizaba en el autoclave a 110 °C durante 10 min.,
siendo su pH final de 4'5.

IIL. 1. 6. Material para didlisis difdsica (DD)

- Tubo de dialisis Visking de celulosa regenerada con tamanio de poro 20/32 y un limite de
exclusion de 8.000 a 15.000 daltons (Serva). La circunferencia del tubo es de 5 ¢m y la superficie

aproximada por cada 10 cm de longitud es de 50 cm™.
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IIL. 1. 7. Material para cromatografia en capa fina de alta eficacia (CCFAE)

- Microjeringa de 50 ul modelo 700 (Hamiiton Bonaduz Schweiz).

- Dispensador repetitivo adaptable a fa microjeringa (Hamilton).

- Peine trazador divisor de placas (Applied Science).

- Cromatoplacas de gel de silice 60 sin indicador de fluorescencia, de 10 x 10 cm (Merck 5631)
y 10 x 20 cm (Merck 5641}

- Bastidor de cromatoplacas (Desaga).

- Desecador de vidrio con gel de silice como agente desecante {Desaga).

- Camaras de desarrollo cromatogréfico vertical (Desaga).

- Cdmaras de desarrollo cromatogréfico lineal para cromatoplacas de 10 x 10 cm {Camag).

- Aplicador automatico para cromatoplacas Linomat IV (Camag).

- Densitometro lector de CCF Camag TLC/HPTLC Scanner 11, equipado con el programa infor-

matico Cats 3 para el procesado de los datos (Camag).

III. 1. 8. Otros materiales

- Tapones de goma para matraces y tubos de centrifuga.

- Micropipetas de 1 ml con puntas desechables (Gilson).

- Tubos de goma adaptados para bomba de vacio.

- Papel parafinado (Parafilm).

- Papel para filtrado rdpido de 9 cm de didmetro (Whatman 40, Albet 240 o similares).
- Guantes de goma.

- Tubos de piéstico estériles de 3 ml.

- Recipientes de pléstico estériles de 100 m! para toma de muestras.
- Vasos de precipitado de diferente capacidad (Pyrex).

- Peras de Richardson y chupetes de gorna para llenado de pipetas.
- Soporte de pie para sujecion de embudos de decantacion.

- Tijeras.

- Papel de aluminio.

- Cubetas de pléstico para espectrofotometria.

- Cartuchos Sep Pak de gel de silice n” 51900 (Waters).

- Jeringas de 10 ml tipo Luer Lok.
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III. 1. 9. Alimentos empleados en los diferentes estudios

- Leche comercial entera (3'3% de grasa bruta), envasada en Tetra Brik® y tratada mediante el
sistema UHT.

- Yogur natural comercial envasado en cartén.

~ Queso comercial semicurado {(40% de grasa bruta) tipo Manchego.

- Leche en polvo comercial (3% de grasa bruta).

- Material de referencia: muestras de leche en poivo contaminadas con AF M, de forma natural,

CRM n” 282, 283, 284 vy 285 (BCR).

I 2. METODOS

IIL 2. 1. Precauciones y normas de manejo de las aflatoxinas

Debido a la elevada toxicidad de las aflatoxinas y al riesgo de contaminacion
que implica su utilizacién en el laboratorio, es obligado tomar una serie de
precauciones en el manejo de estas sustancias. Estas medidas de precaucién fueron
ya establecidas en los afios sesenta con el inicio de los estudios sobre las aflatoxinas
y se emplean usualmente en los laboratorios dedicados a su investigacién [Fischbach

y Campbell, 1965; Stoloff y Trager,1965; Ciegler y Lillehoj, 1968,

En este sentido, todas las manipulaciones que implicaban el manejo de
material contaminado con aflatoxinas, ya fuera la preparacién de soluciones de
trabajo, contaminacion de las muestras de alimentos o manejo de los extractos una
vez realizada la técnica de DD, se llevaban a cabo en una cdmara de extraccion de

gases y empleando guantes de goma.

Cualquier material de vidrio que habia estado en contacto con las aflatoxinas
se sumergia antes de ser lavado en una solucion de lejla comercial (5-6% de
hipoclorito sédico} al 10%, donde se mantenja al menos durante una hora. Los
miniviales y tubos de centrifuga que habian contenido soluciones de aflatoxinas
mas concentradas se detoxificaban mediante la aplicacién de lejia sin diluir en su

interior [Natarajan y col., 1975; Yang, 1972].
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IIL 2. 2. Modo de empleo de las soluciones patron de aflatoxinas

III. 2. 2. 1. Soluciones de trabajo y condiciones de almacenamiento

Las aflatoxinas comerciales se disolvian en triclorometano (20 ml en el caso
de las aflatoxinas B, y G, y 10 ml para la AF M,). La concentracién de las solucio-
nes obtenidas era de 50 ug/ml para las aflatoxinas B, y G, y de 1 ng/ml para la
solucién de AF M. Estas soluciones se conservaban en matraces aforados envueltos
en papel de aluminio, tapados y sellados con papel parafinado, a temperatura de
refrigeracion (4 °C) y se empleaban para obtener soluciones de trabajo menos

concentradas o en otros solventes.

Las soluciones de trabajo que se utilizaban para la contaminacién directa de
las muestras de alimentos y como patrén en la deteccion de las aflatoxinas
mediante CCFAE se preparaban a un grado de concentracién de 0’50 y 0°05 pug/ml
(AF B, y AF G) y 0'10 png/ml (AF M,). En el caso de precisarse soluciones atin
menos concentradas se realizaban las diluciones adecuadas de las soluciones de
trabajo, que se empleaban en las experiencias que lo requerian y que posteriormen-
te se desechaban. Todas las soluciones de trabajo se mantenian en miniviales color

ambar tapados y sellados con papel parafinado, en congelacion a -20 °C.

Las soluciones de aflatoxina en acetonitrilo, empleadas para varias pruebas
de contaminacion en leche y yogur, se preparaban a partir de las soluciones madre
en triclorometano mds concentradas, evaporando este solvente mediante una
corriente de aire y redisolviendo posteriormente en la cantidad adecuada de
acetonitrilo. Estas soluciones se mantenian igualmente en viales color &mbar en

congelacién a -20 °C.
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III. 2. 2, 2, Calibracidn de las soluciones patrén

La calibraciéon de las soluciones patrén se ha realizado siguiendo el
procedimiento descrito en el Método Oficial de Andlisis de Aflatoxinas de la
AOAC n® 971.22 [Scott, 1990a}. Las condiciones generales para la calibracion de las

soluciones patrén de cada aflatoxina han sido las siguientes:

- Se tomaban 0’5 mi de la solucién patrén de la aflatoxina que se deseaba
calibrar y se pasaban a un tubo de centrifuga graduado de 10 ml, donde se

evaporaba totalmente el triclorometano mediante una corriente suave de aire.

- El residuo obtenido se redisolvia en 2 ml de metanol absoluto.

- Posteriormente se llevaba a cabo la valoracién de la solucién mediante
espectrofotometria. El valor cero correspondia al metanol absoluto. Seguidamente,
se realizaba una valoracién de la pureza de la solucién mediante la obtencién del
espectro desde 330 a 370 nm. La valoracién de la concentracion de aflatoxina se
llevaba a cabo por medida de la absorcién a la longitud de onda de 350 nm (zona

de absorcién maxima de las aflatoxinas en solucién de metanol absoluto).

- Finalmente, el célculo de la concentracién se hacia resolviendo la siguiente
ecuacion:

ng de aflatoxina/ml= (A x PM x 1000)/¢

Donde:
A = Unidades de absorbancia
PM = Peso molecular de la aflatoxina
¢ = coeficiente de extincién molar de la aflatoxina en solucién de

metanol a 350 nm.
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Los valores de PM y ¢ para cada aflatoxina son los siguientes [Scott, 1990al:

Aflatoxina PM E
M, 328 18.815
G, 328 17.100
B, 312 19.800

IIL. 2. 2. 3. Mantenimiento y uso de los patrones

Antes del empleo de las soluciones patrén se esperaba a que éstas

alcanzaran la temperatura ambiente.

Con objeto de comprobar las posibles modificaciones en la concentracion de
los patrones debidas a la evaporacion del solvente por el uso o el almacenamiento,
se realizé un control que consistia en el pesado de las soluciones de trabajo a
temperatura ambiente y en una balanza de precisién, antes de su empleo e
inmediatamente después [Scott, 1990a]. Con este sistema se pudo comprobar que la

concentracion de las soluciones patrén se mantenia practicamente constante.

Todas las manipulaciones de los patrones de aflatoxinas se realizaban en el
menor tiempo posible con la finalidad de evitar la evaporacion de los solventes y
no se mantenian viales con poca cantidad de solucién, debido a su mayor

inestabilidad.

Siempre que era necesario preparar soluciones de trabajo a partir de las
soluciones iniciales de aflatoxinas se llevaba a cabo la calibracion de éstas dltimas,
comprobando de este modo que la concentracién y la pureza de la solucién no se

habia visto alterada.
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HI 2. 3. Desarrollo de la técnica de DD aplicada a la extraccién de

aflatoxinas en leche con deteccion mediante CCFAE

III. 2. 3. 1. Planteamiento del trabajo

El plan de trabajo ha consistido en la puesta a punto de un método para la
extraccion de aflatoxinas M, G, y B, en leche aplicando la técnica de DD desarro-

llada en nuestro laboratorio, con deteccién posterior mediante CCFAE.

El estudio realizado en esta tesis doctoral se ha basado originalmente en
algunas experiencias preliminares realizadas en nuestro laboratorio, que han
servido para el establecimiento de una pauta inicial en la puesta a punto de la
técnica de DD para el anédlisis de leche y productos lacteos. Estos estudios
concluyeron en la eleccién de un tipo determinado de membrana de didlisis,
investigando también otros factores como la disposicién del solvente de extraccién
y la muestra con respecto al tubo de diélisis y la diferencia entre el empleo de un
solvente de extraccién puro o mezclas de varios solventes en distinta proporcion,

concretamente triclorometano y mezclas de éste con acetona.

Posteriormente se han estudiado otros pardmetros de extraccién: tiempo de
didlisis, influencia del pH de la muestra de leche, empleo de diferentes voltiimenes
de muestra y temperatura de didlisis, con objeto de encontrar aquellas condiciones
en las que se lograsen los porcentajes de recuperacidn més elevados y los limites

de deteccién y determinacioén mas bajos.

Asimismo, y conforme iban avanzando los estudios desarrollados en nuestro
laboratorio en otras aplicaciones de la técnica de DD, se hizo necesario comprobar
la posibilidad de emplear otros solventes, con objeto de adecuar la técnica de DD

a la extraccién simultdnea de varios compuestos en una misma muestra.

Por otra parte, se han establecido las condiciones cromatogréficas mds

adecuadas para la deteccion de las aflatoxinas con el sistema de densitometria con
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que cuenta nuestro laboratorio. En este sentido se han investigado diversos
solventes de desarrollo y sistemas de desarrollo de las placas de cromatografia, asi
como la comparacién entre la CCF y CCFAE en la separacion y posterior deteccién

de las aflatoxinas en estudio.

III. 2. 3. 2, Preparacién de las muestras de leche

Todos los estudios iniciales se han llevado a cabo empleando leche entera
UHT, correspondiente a un mismo lote de envasado y antes de cumplirse la fecha

de caducidad del producto.

Los volumenes de muestra se median en probetas graduadas y la leche
restante se almacenaba sellada con papel adhesivo a temperatura de 4 °C. La leche
procedente de un mismo envase no se empleba para las experiencias en mds de
tres dias sucesivos, con objeto de evitar cualquier alteracion del producto que

afectase a los analisis.

En el estudio se han empleado voliimenes de leche de 50, 250 y 1000 ml, que
se distribuian en matraces Erlenmeyer de 1000 ml de capacidad, salvo en el caso

del volumen de muestra de 1000 ml, que se disponia en un matraz de 2000 ml.

También se ha investigado la influencia del pH de la leche en la eficacia del
método de extraccién de las aflatoxinas mediante DD. El pH normal de la leche
oscilaba entre 6’5 y 6’8, probandose ademas valores de 3'7, 4’7, 57, 77 y 8'7. En
estos casos el pH de las muestras de leche se ajustaba empleando soluciones de
HCI IN y NaOH 1M.

La mayoria de las experiencias se han realizado contaminando las muestras

con 0’05 ng/1 de cada aflatoxina como se describe en los apartados siguientes.

En todas las experiencias se ha incluido la realizacién de la técnica de DD

en una muestra control de leche del mismo lote a la estudiada y sin contaminar
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con aflatoxinas.

I11. 2. 3. 3. Contaminacion de las muestras de leche con soluciéon acuosa

de aflatoxinas

La contaminacion se efectuaba con una solucién acuosa de las aflatoxinas
en estudio, empleando como solvente el medio AM y afadiendo con ayuda de una
micropipeta directamente a la muestra contenida en el matraz la cantidad de

solucién necesaria para obtener el nivel de contaminacién deseado.

ITI. 2. 3. 3. 1. Preparacion de la solucidn acuosa de aflatoxinas en medio
AM

Esta solucion se preparaba contaminando un matraz Erlenmeyer completa-
mente seco con la cantidad adecuada de solucién patrén de la aflatoxina y dejando
que el triclorometano se evaporase en su totalidad. Posteriormente se anadia al
matraz 50 ml de medio AM y se mantenia en agitacién a temperatura ambiente por
un periodo de 30 min. La solucién obtenida de esta forma se distribuia en tubos

de plastico para congelacién, a razén de 3 ml por tubo.

Estas soluciones se preparaban individualmente para cada aflatoxina y se

conservaban en congelacién a -80 °C hasta su utilizacién.

I1I. 2. 3. 3. 2. Analisis de la concentraciéon de aflatoxinas en la solucion de
medio AM

A. Extraccion de las aflatoxinas de la solucion acuosa

La cantidad de aflatoxina presente en la solucién acuosa contaminante se

calculaba mediante extraccidn de la toxina con triclorometano.

Esta extraccion se efectuaba simultineamente para las tres aflatoxinas
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estudiadas. Para ello, se afiadia un volumen de 1 mi de cada solucién de medio
AM a un matraz Erlenmeyer de 100 ml que contenia 50 ml de triclorometano. La
mezcla se mantenia en agitacion enérgica a temperatura ambiente durante un

periodo de 30 min.

Una vez transcurrido este tiempo el contenido del matraz se vertia en un
embudo de decantacion, dejandolo en reposo hasta conseguir la separacion de las
fases acuosa y organica. La fase acuosa se descartaba y la fase orgéanica se filtraba
a través de un papel de filtro con sulfato sédico anhidro (4 g), con el fin de

eliminar restos acuosos.

El filtrado se recogia directamente en un matraz en forma de pera y se
concentraba mediante rotavapor hasta un volumen aproximado de 2 ml que se
recogia en un tubo de centrifuga de 10 ml. La concentracién final se realizaba por
medio de una corriente suave de aire y manteniendo los tubos en un bafio con

agua a 45 °C. El volumen final del extracto se ajustaba a 0’4 ml.

En todos los pasos se afadia al material de vidrio que habia contenido
aflatoxinas una cantidad adicional de triclorometano, que después se incorporaba
al resto del extracto, con el fin de recuperar restos de las toxinas que hubijeran

podido quedar adsorbidas al vidrio.

B. Separacion y deteccion de las aflatoxinas de la solucién acuosa

La separacién y deteccion se llevaba a cabo mediante CCFAE, empleando
cromatoplacas de gel de silice de 10 x 10 cm sin indicador de fluorescencia. Las

condiciones de realizacién de las cromatografias eran las siguientes:

- Divisién de las cromatoplacas en 10 franjas de 1 cm de anchura por medio

de un peine trazador, de las cuales no se utilizaban las dos externas.

- Activacién de las cromatoplacas a 110 °C durante 30 min.
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- Marcado de la situacién que habian de ocupar los extractos problema y los

patrones, establecida a 1 cm de la base de las cromatoplacas.

- Limitacién del recorrido del solvente de desarrollo mediante el marcado
con un punzén de una linea situada a 1 cm de la parte superior de la cromatopla-

ca. Esto significaba que el solvente recorria un espacio de 9 cm.

- Colocacién de los volimenes de muestra y de patrén (ambos por
duplicado), mediante aplicacién manual con ayuda de una microjeringa de 50 pl.
Los vollimenes de muestra eran de 20 pl y en el caso de los patrones de aflatoxina
de 4 ul para la AF M, (correspondiente a 0’4 ng) y 8 ul en el caso de las AF B, y
AF G, (correspondientes también a (0’4 ng de toxina). Los volimenes de patrén
correspondientes a cada aflatoxina se disponian conjuntamente en las calles

reservadas para ello.

- Desarrollo de las cromatoplacas en cdmaras de desarrollo vertical en las
que se afiadfan unos 10 ml del solvente. Para el anélisis de las aflatoxinas M,, G;
y B, en extractos de medio AM era posible la utilizacién de varios de los solventes
de desarrollo descritos en la literatura. En nuestro estudio se ha empleado la

mezcla cloroformo/metanol en la proporcién 95/5 (v/v).

- Empleo del sistema de cdmara insaturada, dejando que el frente del
solvente alcanzase la altura marcada y retirando en ese momento la cromatoplaca,
que se colocaba en una vitrina de extraccién de gases hasta estar completamente

seca.

La deteccién de las aflatoxinas presentes en las cromatoplacas se realizaba
mediante el empleo de un densitémetro, capaz de medir la intensidad de
fluorescencia emitida por las aflatoxinas cuando son excitadas con luz UV a una
longitud de onda determinada. En nuestro caso la lectura se efectuaba por un haz
de luz UV con una longitud de onda de excitacion de 350 nm y colocando el valor

cero a 3 mm por debajo del punto de aplicacion de los extractos. El resto de los
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pardmetros de la lectura, tales como la sensibilidad, ajuste de la zona de medida,
amplitud del haz de luz UV o amplificacién de la sefial emitida eran seleccionados
de acuerdo a las caracteristicas de las cromatoplacas y de los extractos dispuestos

en ellas.

La deteccién se realizaba por comparacién entre los valores de R; de las

aflatoxinas dispuestas en las calles patrén y en los extractos problema.

Debido a que no aparecia ningin tipo de sustancia interfiriente en los
extractos de medio AM no fue necesario emplear ningiun sistema para la

confirmacidén de las aflatoxinas.

C. Cuantificacién de las aflatoxinas presentes en la solucién acuosa

La cuantificacién de las aflatoxinas se llevé a cabo por densitometria, en las

condiciones sefialadas en el apartado anterior.

El célculo de la cantidad de aflatoxinas presentes en las cromatoplacas se
realizaba automéaticamente, a partir de la lectura del densitémetro y de los datos
sobre la cantidad en ng de aflatoxina patrén dispuesta en la cromatoplaca. La
cuantificaciéon se efectuaba por comparacién entre las areas respectivas de la

sustancia problema y el patrén correspondiente.

Finalmente, la cantidad total de aflatoxina en la muestra se obtenia
resolviendo la siguiente ecuacion:
ng de AF/ml =Cx V/V,,
donde: C = cantidad de aflatoxina en ng calculada automaticamente.

V = volumen total del extracto en ul.

V, = volumen de extracto depositado en la cromatoplaca en ul.

La calibracién de las soluciones en medio AM de aflatoxinas se efectuaba

semanalmente, con objeto de comprobar que no existieran variaciones en la
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concentracién de las mismas,

IIL 2. 3. 4. Contaminacidn de las muestras de leche con solucion patrén

de aflatoxinas en triclorometano

En las experiencias en las que se ha empleado la contaminacién de leche con
soluciéon de aflatoxinas en triclorometano, ésta se afiadia directamente a la leche
con ayuda de una microjeringa y en la cantidad necesaria para obtener el nivel de
contaminacion deseado, cantidad que nunca excedia de 50 pl para la suma de las
tres aflatoxinas. A continuacién, la leche contaminada se mantenia en un horno a
60-65 °C durante 15 min con la finalidad de eliminar el triclorometano, esperando
a que alcanzase de nuevo la temperatura ambiente para continuar con la

extraccion.

Iil. 2, 3. 5. Preparacion de los tubos de diilisis

Las membranas de didlisis utilizadas en este estudio se suministran
comercialmente en forma de rollos de 30 m. La medida del tubo dependia del
volumen de solvente que fuera a contener, siendo la longitud empleada en nuestro

estudio de 60 cm para un contenido de solvente de 70 ml.

Una vez cortadas, las membranas se sumergian en agua corriente para su
hidratacién y facilitar su manejo, lavdndolas varias veces por el interior y el

exterior para conseguir abrirlas y comprobar su integridad.

Seguidamente se anudada uno de sus extremos, colocando en el interior del
extremo libre el vastago de un embudo de vidrio y rellenando el tubo de didlisis

con el volumen de solvente medido previamente en una probeta graduada.

Finalmente, se eliminaba el aire contenido en el tubo y se anudaba el

extremo libre restante.
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A continuacién, el tubo de didlisis se introducia en el matraz que contenia
el volumen de leche de forma que existiese la mayor superficie de contacto posible

entre el tubo y el liquido.

El rollo de membrana de dialisis se conservaba envuelto en papel de
aluminio y a 4 °C, preservandolo de la desecacién y de posibles roturas o pérdida
de flexibilidad. Este tipo de membranas no debian dejarse secar tras haber sido

humedecidas debido a que podian producirse cambios en su porosidad.

A pesar de que las membranas de didlisis utilizadas no requerian ningun
tipo especial de preparacion, se han realizado algunas pruebas hirviendo las tripas
en agua bidestilada durante 30 min, para comprobar si se producia algin efecto

en la capacidad de recuperacion de las aflatoxinas.

III. 2. 3. 6. Extraccion de las aflatoxinas

Los matraces preparados con la muestra y el tubo de dialisis se colocaban
en un agitador incubador, realizandose la extraccién mediante agitacion orbital a

150 rpm.

Se ha estudiado la influencia de la temperatura en el proceso de didlisis,

realizando extracciones a 4, 15, 25, 37 y 45 °C.

Asimismo, se ha estudiado la posible influencia del tiempo de dialisis en la
capacidad de recuperacién de las aflatoxinas, llevando a cabo extracciones de 1, 2,

3, 5, 8 y 18 horas con tres volamenes distintos de muestra (50, 250 y 1000 ml).
Practicamente en todos los casos el solvente de extraccion utilizado fue
triclorometano (70 ml), aunque también se han realizado pruebas con el mismo

volumen de acetato de etilo .

Una vez transcurrida la dialisis se retiraba la membrana del matraz,
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lavandola con agua corriente y secandola ligeramente con un papel de flitro. A
continuacion se cortaba uno de sus extremos y el contenido de la membrana se
llevaba a un embudo de decantacién, dejandolo en reposo hasta producirse la
separacion de fases. La fase acuosa se descartaba y la fase orgénica (inferior) se
filtraba a través de un papel de filtro con aproximadamente 4 g de sulfato sédico
anhidro, para eliminar los restos acuosos. El extracto se recogia directamente en un
matraz en forma de pera y se procedia a su concentracion como se ha descrito en

el apartado 111.2.3.3.2.A. El volumen final de extracto era de 0°2 ml.

IIL. 2. 3. 7. Separacion y deteccién de las aflatoxinas presentes en los

extractos

La separacién y deteccién de las aflatoxinas presentes en los extractos de
leche se ha realizado mediante CCFAE, siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 11.2.3.3.2.B. en cuanto a las caracteristicas, preparacion de las cromato-

placas y condiciones de desarrollo.

Los volimenes de extracto problema y extracto control sin contaminar
dispuestos en las cromatoplacas eran de 20 pl y la cantidad de patrén era de 04 ng
de cada aflatoxina. Todos los extractos y patrones se colocaban por duplicado,
disponiendo siempre dos calles para la colocacién de patrones internos, es decir,
calles con extracto control sin contaminar sobre el cual se depositaban ("4 ng de

cada aflatoxina.

En nuestro estudio también se han realizado pruebas empleando un
aplicador automadtico para la disposicion de los voltimenes de extracto en las
cromatoplacas. Asimismo, se ha probado el uso de un sistema de desarrollo

horizontal {Camag).

Las mezclas de compuestos ensayadas como solventes de desarrollo han
sido las que se citan a continuacién:

- Triclorometano/acetona (85/15) (v/v).
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- Triclorometano/metanol (85/15).
- Triclorometano/metanol (95/5).

- Triclorometano/acetona/isopropanol (70/20/10).

La deteccidn de las aflatoxinas se realizaba como se ha descrito en el
apartado I11.2.3.3.2.B, teniendo en cuenta la localizacién de las posibles aflatoxinas
de los extractos problema en funcién de la separacién obtenida en las calles con
patrén interno y comparando con el desarrollo de los extractos control sin

contaminar.

II1. 2. 3. 8. Cuantificacion de las aflatoxinas presentes en los extractos de

leche

La cuantificacidon de las aflatoxinas se realizé conforme a lo expuesto en el
apartado I11.2.3.3.2.C, comparando las 4reas correspondientes a cada aflatoxina en

los extractos problema y en las calles con patrén interno.

1L 2. 3. 9. Cilculo del limite de determinacién de la técnica para el

anadlisis de leche

En todos los estudios se ha considerado el limite de determinaciéon como el
nivel minimo de contaminacién artificial detectable con la metodologia de CCFAE

empleada, después de la extraccion mediante la técnica de DD.

En el caso de la aplicacién de la DD a la extracciéon de aflatoxinas en
muestras de leche, el limite de determinacién se ha calculado empleando muestras
de leche contaminada con solucidn acuosa en medio AM (ver apartado I11.2.3.3.),
a razén de 0'10 ug/1 de cada aflatoxina y realizando diferentes diluciones a partir

de la leche contaminada, para obtener niveles de contaminaciéon decrecientes.

La extraccién se realizaba en las siguientes condiciones: 70 ml de triclorome-

tano como solvente y extraccion durante 5 horas a 37 °C con una agitacion de
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150 rpm. Tanto la extraccion como la deteccién y cuantificacién posterior se
llevaban a cabo como se ha expuesto en los apartados correspondientes (II1.2.3.6-7-
y 8)

III. 2. 3. 10. Calculo del limite de deteccién de la técnica de DD en

muestras de leche

El célculo del limite de deteccién se ha realizado siguiendo las indicaciones
reflejadas por la Comision Europea para el anilisis de residuos en productos

alimenticios [Commission of the European Communities, 1992].

Segun lo indicado en este manual, el limite de deteccion de una técnica para
un determinado analito es la cantidad mas pequefia del compuesto en estudio
capaz de ser detectada y a partir de la cual es posible deducir la presencia del
analito con una certeza estadistica razonable. Su calculo se realiza a partir de la
aplicacion de la técnica sobre veinte muestras representativas en las que el analito
no se encuentre presente (blancos). El limite de deteccidn usando este método se
expresa como el valor medio de las determinaciones (§) mds el triple de la

desviacion estandar (o).

Para realizar el calculo del limite de deteccion se llevaba a cabo la extraccion
mediante DD de 20 muestras de leche de 50 ml sin contaminar y en las condiciones
especificadas en el apartado anterior. Todos los pasos de extraccion, deteccién y
cuantificacién se han realizado tal y como se ha mencionado en los apartados
correspondientes. La metodologia de CCFAE empleada en cuanto a las condiciones
densitométricas de lectura de las placas, integracién de las 4reas correspondientes
a las aflatoxinas patrén y problema y condiciones de calibracién han sido siempre

las mismas a las utilizadas en el resto de las experiencias.

Las determinaciones se han hecho tomando como referencia el valor de R,
de las aflatoxinas patrén en el que aparecia el valor mdximo de fluorescencia,

calculando la medida en las calles con extracto sin contaminar en ese mismo punto.
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INI. 2. 4. Desarrollo de la técnica de DD aplicada a la extraccién de

aflatoxinas en leche en polvo con deteccion mediante CCFAE

III. 2. 4. 1. Planteamiento del trabajo

El plan de trabajo ha consistido en la puesta a punto de un método para la
extraccion de aflatoxinas M,, G, y B, en leche en polvo aplicando la técnica de DD

desarrollada en nuestro laboratorio, con deteccidn posterior por CCFAE.

La adaptacion a este producto se ha basado en los resultados obtenidos en
las experiencias de extraccion de aflatoxinas en leche como punto de partida. No
obstante, al tratarse de un producto sélido, las primeras pruebas necesarias han
sido para averiguar la cantidad de muestra adecuada para asegurar la deteccién
de las aflatoxinas. Asimismo, la forma de contaminacion de las muestras ha tenido
que adaptarse a las caracteristicas del producto al igual que el nivel de contamina-
cién, debido a que los resultados han de referirse a ug/Kg sobre el producto

sélido.

IIL 2. 4. 2, Preparacion de las muestras de leche en polvo

Todos los estudios se han llevado a cabo empleando leche en polvo
comercial con un 0"3% de materia grasa y siguiendo las indicaciones del fabricante

para su conservacion.

En los estudios preliminares se emplearon varias cantidades de leche en
polvo: 6°25, 1250 y 25°00 g, que se disolvian en 50 ml de agua destilada. Para el
resto de los estudios se partia de una muestra de 6’25 g, que era la cantidad
aproximada recomendada por el fabricante para su disolucién en el volumen de

agua que se pensaba utilizar (50 ml).

La contaminacién de las muestras de leche en polvo se efectuaba

directamente sobre el producto, afiadiendo con ayuda de una microjeringa la
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cantidad necesaria de patrén de cada aflatoxina en triclorometano para alcanzar el
nivel de contaminacién deseado. A continuacion las muestras se introducian en

una estufa a 65 °C durante 15 min con objeto de eliminar el solvente.

Una vez transcurrido este tiempo, la muestra de leche en polvo se
depositaba en un matraz Erlenmeyer de 1| con ayuda de un embudo de plastico
de véstago ancho, anadiendo sobre ella lentamente 50 ml de agua destilada y

agitando a la vez el matraz de forma suave.

En todas las experiencias se ha incluido la realizacién de la técnica de DD
en una muestra control de leche en polvo del mismo lote de la estudiada y sin

contaminar con aflatoxinas.

IIL. 2. 4. 3. Preparacion de los tubos de dialisis

La preparacion de las membranas de didlisis se ha llevado a cabo conforme

a lo reflejado en el apartado 11.2.3.5.

II1. 2. 4. 4. Extraccion de las aflatoxinas

En el presente estudio, y como ya se hizo en el caso de la leche, se ha
comprobado la influencia de la temperatura en el proceso de didlisis, realizando
extracciones a 4, 15, 25, 37 y 45 °C. Asimismo, se ha investigado la influencia del
tiempo de didlisis en la recuperacién de las aflatoxinas mediante esta técnica,
llevando a cabo extracciones de 5, 8 y 18 horas y con diferentes niveles de
contaminacién: 0’4, 0°5, 0’8, 1’0 y 1’9 ng/Kg, correspondientes a 2'50, 3'12, 5'00,
624 y 11’87 ng de cada aflatoxina.

Con objeto de comprobar el efecto de la adicién de la solucion de
preparacion de muestras empleada por Tuinstra y col [1989] en una técnica analitica,
se realizaron experiencias comparando la eficacia de la extraccién de muestras de

leche en polvo disueltas en agua destilada y otras en las que se afadia al agua la
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solucion preparatoria a razén de 1 ml/10 ml.

Una vez que la didlisis habia transcurrido, los pasos siguientes de la
extraccion se realizaban segun lo expresado en el apartado I11.2.3.6.. El volumen

final del extracto también correspondia a 0’2 ml.

III. 2. 4. 5. Separacién y deteccién de las aflatoxinas presentes en los

extractos de leche en polvo

La separacién y deteccion de las aflatoxinas se ha realizado mediante
CCFAE y siguiendo la metodologia descrita en el apartado II1.2.3.7. En este caso
se ha utilizado como unico solvente de desarrollo para la CCFAE la mezcla

cloroformo/metanol, 95/5 (v/v).

ITI. 2. 4. 6. Cuantificacién de las aflatoxinas presentes en los extractos de

leche en polvo

El célculo se ha efectuado como se ha descrito en el apartado T11.2.3.8.

III. 2. 4. 7. Célculo del limite de determinacién de la técnica para el

andlisis de leche en polvo

Para llevar a cabo el célculo del limite de determinacién se han efectuado
extracciones empleando muestras de leche en polvo contaminadas con cantidades

decrecientes de aflatoxinas, tal y como se ha explicado en el apartado I11.2.4.2.

Las condiciones de realizacidn de la didlisis han sido: 70 ml de triclorometa-
no como solvente de extraccién, periodo de diélisis de 5 horas, temperatura de

37 °C y agitacion a 150 rpm, (para el resto de condiciones ver apartado 111.2.3.9.)
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IIL 2. 4. 8. Calculo del limite de deteccién de 1a DD para la extraccién de

aflatoxinas de leche en polvo

El calculo del limite de deteccion se ha realizado de igual forma a la descrita
en el apartado II1.2.3.10.

III. 2. 5. Desarrollo de la técnica de DD aplicada a la extracciéon de

aflatoxinas en yogur con deteccién mediante CCFAE
IIL. 2. 5. 1. Planteamiento del trabajo

El plan de trabajo ha consistido en la puesta a punto de una metodologia
para la extraccién de AF M,, AF G, y AF B, en yogur aplicando la técnica de DD

desarrollada en nuestro laboratorio, con deteccién posterior por CCFAE.

Los estudios realizados para este producto lacteo se han basado también en
los resultados previos obtenidos en la aplicacion de la DD para el andlisis de

aflatoxinas en muestras de leche.

En el caso del yogur se han probado varias formas de contaminacion con
aflatoxinas, empleando la solucién acuosa de aflatoxinas en medio AM y los
patrones de aflatoxinas en solventes organicos, asé como yogur comercial y yogur

elaborado en nuestro laboratorio.

III. 2. 5. 2. Preparacion de las muestras de yogur

En todas las experiencias se han empleado muestras de 50 g de yogur, que
se pesaban directamente sobre el matraz donde se iba a realizar la extraccién. En
cada ensayo se incluia la realizacién de la técnica de DD en una muestra control
de yogur sin contaminar con aflatoxinas y de las mismas caracteristicas de las

muestras contaminadas.
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IIL. 2. 5. 2. 1. Preparacidon de las muestras de yogur elaborado en nuestro

laboratorio

A. Elaboracion del yogur

El yogur era preparado en el laboratorio a partir de leche comercial de las
mismas caracteristicas a la empleada en las experiencias llevadas a cabo con este

producto.

Para la elaboracidon de cada yogur se partia de un volumen de 90 ml de
leche. La leche se sometia a un calentamiento previo a 40 °C durante 5 min y una
vez transcurrido este tiempo se depositaba en un recipiente de plastico para toma
de muestras de 100 mi de capacidad y con tapén de rosca. A continuacién se
afladian a la leche 4 g de leche en polvo comercial, con la finalidad de incrementar
la cantidad total de materia seca del yogur elaborado y 6 g de cultivo iniciador

(yogur natural comercial).

La mezcla se removia suavemente con una cuchara y posteriormente se
incubaba en una estufa a 45 °C por espacio de 6 a 8 horas, manteniéndose los

yogures ya elaborados en refrigeracién a 4 °C hasta la realizaciéon de las pruebas.

De esta forma se obtenia una cantidad ligeramente superior a 100 g de

yogur en cada recipiente, que servia para realizar dos andlisis.

B. Contaminacion del yogur

La contaminacién del yogur con aflatoxinas se efectuaba sobre la leche de
partida. En este estudio se han llevado a cabo experiencias contaminando tanto con
solucion acuosa de medio AM como con las soluciones de aflatoxinas en solventes
organicos, realizando la contaminacién de la leche como se ha expuesto en los
apartados I11.2.3.3 y I11.2.3 4.
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En este caso el nivel de contaminacion tenia que ajustarse al volumen final
del yogur elaborado. En la mayoria de las experiencias se ha aftadido a cada
recipiente con 90 ml de leche una cantidad bruta de cada aflatoxina correspondien-
te a 5 ng; teniendo en cuenta la cantidad de leche en polvo y cultivo iniciador
agregada posteriormente a la leche, el nivel de contaminacién final de cada

muestra de yogur correspondia a 0’045 nug/Kg de cada aflatoxina.

IL. 2. 5. 2. 2. Preparacién de las muestras de yogur comercial

Para los estudios realizados empleando como muestras yogur comercial se

han utilizado muestras de 50 g de producto.

La contaminacién de estas muestras se realizaba empleando las soluciones
de aflatoxinas en solventes organicos y anadiendo directamente al yogur,
previamente pesado en el matraz, la cantidad necesaria de solucion para obtener
el nivel de contaminacién deseado. En este caso el nivel de contaminacién para la

mayoria de las experiencias era de ('050 ng/Kg de cada aflatoxina en estudio.

Una vez afiadidas las aflatoxinas las muestras se mantenian en un horno a

60-65 °C durante 15 min con el fin de evaporar el solvente orgénico.

IIL 2. 5. 3. Preparacion de las membranas de dialisis

La preparacién de las membranas ha sido igual a la expuesta en el apartado
II1.2.3.5.

IIL. 2. 5. 4. Extraccion de las aflatoxinas de las muestras de yogur
Los matraces preparados con la muestra y el tubo de didlisis se colocaban

en una agitador incubador, realizdndose la extraccién mediante agitaciéon orbital

a 150 rpm.
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Se ha estudiado la influencia de la temperatura en el proceso de dialisis,

llevando a cabo extracciones a 15, 25, 37 y 45 °C.

Asimismo, se ha investigado la influencia del tiempo en la capacidad de
recuperacion de las aflatoxinas, realizando extracciones de 2, 3, 5, 8 y 18 horas de

duracién.

Una vez transcurrida la didlisis el resto de la metodologia de extraccion ha
sido igual a lo descrito en el apartado II1.2.3.6., obteniendo un volumen final de

extracto de 0'2 ml

IIl. 2. 5. 5. Separacién y deteccion de las aflatoxinas presentes en los

extractos

La separacién y deteccion de las aflatoxinas se ha realizado mediante
CCFAE y siguiendo lo mencionado en el apartado II1.2.3.7. Al igual que en el caso
de la deteccidon de aflatoxinas en muestras de leche en polvo, el solvente de

desarrollo utilizado ha sido la mezcla triclorometano/metanol 95/5 (v/v).

IIIL. 2, 5. 6. Cuantificacion de las aflatoxinas presentes en los extractos de

yogur

El céalculo se ha efectuado de igual forma a la descrita en el apartado
1.2.3.8.

III. 2. 5. 7. Cdlculo del limite de determinacién de la técnica para el

analisis de yogur

Para llevar a cabo el calculo del limite de determinacion se han efectuado
extracciones empleando yogur elaborado en el laboratorio con leche contaminada
con solucién de aflatoxina en medio AM y realizando a partir de esta leche

diferentes diluciones para obtener niveles de contaminacion decrecientes.
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Las condiciones de realizacion de la DD han sido: 70 ml de triclorometano
como solvente y extraccion de 5 horas de duracion, a 37 °C y agitacién a 150 rpm.
El resto de las condiciones para el calculo del limite de determinacién han sido las

reflejadas en el apartado I11.2.3.9.

III. 2, 5. 8. Célculo del limite de deteccion de la DD para la extraccién de

aflatoxinas de yogur

Para el calculo del limite de deteccién se han empleado muestras de yogur
comercial, realizando la determinacidn conforme a lo que se ha expuesto en el

apartado I1.2.3.10.

III. 2. 6. Desarrollo de la técnica de DD aplicada a la extraccidon de

aflatoxinas en queso, con deteccion mediante CCFAE

IIL 2. 6. 1. Planteamiento del trabajo

El plan de trabajo ha consistido en la puesta a punto de una metodologia
para la extraccion de aflatoxinas M,, G, y B, en queso aplicando la técnica de DD

desarrollada en nuestro laboratorio, con deteccién posterior por CCFAE.

Estos estudios han tomado como base los resultados obtenidos en las
experiencias realizadas con otros productos lacteos, teniendo como variante

fundamental la forma de preparacién de las muestras de queso.

En el trabajo realizado sobre este producto se ha probado el empleo de
diferentes soluciones para conseguir una muestra homogénea, de consistencia

semiliquida y que facilitara la extraccién posterior de las aflatoxinas.

También se ha investigado el uso de cartuchos tipo Sep Pak® para la

purificacidn de los extractos de queso.
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IIL. 2, 6. 2. Preparacion de las muestras de queso

En todas las experiencias se ha utilizado queso comercial, semicurado (40%
de grasa bruta), tomando como muestra cantidades de 50 g de producto. El queso
restante se conservaba envuelto en papel de aluminio y a temperatura de

refrigeracion (4 °C).

La contaminacién del queso se llevaba a cabo aplicando directamente sobre
las muestras la cantidad necesaria de solucién de cada aflatoxina en triclorometano
para obtener el nivel de contaminacién deseado. La aplicacion de las soluciones
patron se realizaba con ayuda de una microjeringa, en una vitrina de extraccién de
gases y dirigiendo hacia la muestra una corriente suave de aire caliente por medio
de un secador de cabello. En la mayoria de las experiencias este nivel correspondia

a 02 ug/Kg de cada aflatoxina.

Como forma de control negativo, en todas las experiencias se ha incluido la
aplicacion de la técnica de DD sobre una muestra de queso sin contaminar con

aflatoxinas.

Después de la contaminacion, las muestras de queso se mantenian en un
horno a 60-65 °C un periodo de 15 min con objeto de evaporar el solvente y
ablandar el producto para facilitar su tratamiento posterior. Seguidamente, las
muestras se depositaban en el vaso de acero inoxidable de un homogeneizador de
brazo vertical, afiadiendo 50 ml de una solucién de bicarbonato sédico al 3%
[Dominguez y col., 1987] y batiendo la mezcla hasta conseguir una pasta uniforme y de

consistencia semisélida.

La pasta de queso resultante se vertia en un matraz Erlenmeyer de 1 1 y se
anadia al vaso una cantidad adicional de 20 ml de solucién de bicarbonato. Esta
solucién se batia de nuevo con el fin de recoger los restos de muestra que pudieran
quedar en el vaso. De esta forma se lograba recuperar préacticamente la totalidad

de la pasta de queso formada.
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Por otro lado, también se han realizado pruebas homogeneizando muestras
de queso con una solucién de fosfato bisédico tal y como se ha descrito anterior-

mente.

Asimismo, se han llevado a cabo extracciones afadiendo a la mezcla de
queso y solucién de bicarbonato la cantidad correspondiente a 1 ml/10 m! de
muestra de solucién preservadora empleda por Tuinstra y col. [1989]. Con objeto de
no variar el volumen final de muestra se afiadian en estos casos 5 ml de la solucién
preservadora y 65 ml de solucién de bicarbonato, realizando el tratamiento de la

muestra de la forma descrita con anterioridad.

Las soluciones para preparar las muestras de queso se elaboraban en el

momento de realizar las pruebas.

IIL. 2. 6. 3. Preparacion de las membranas de didlisis

Ver apartado II1.2.3.5.

IIL. 2. 6. 4. Extraccién de las aflatoxinas de las muestras de queso

En este estudio se ha comprobado la influencia de la temperatura en los

procesos de didlisis, realizando extracciones a 4, 15, 25, 37 y 45 °C,

De igual forma se ha investigado la influencia del tiempo en la eficacia de
la extraccion mediante DD, empleando periodos de 1, 2, 3, 5, 8 y 18 horas y un

nivel de contaminacién de 010 ng/Kg de cada aflatoxina.

La extraccién se realizaba de forma similar a la indicada en el apartado

II1.2.3.6., pero los extractos se concentraron a (0’2 6 (5 ml segin las experiencias.

Asimismo, se ha ensayado un proceso de purificacidon adicional de los

extractos de queso usando cartuchos Sep Pak® de gel de silice y empleando el

Material y Métodos 92



siguiente protocolo [Bijl y col., 1987]:

- Preparacidn de los eluyentes inmediatamente antes de su uso.

- Colocacién del cartucho en una jeringa de vidrio de 10 ml.

- Acondicionamiento del cartucho mediante elucién con 5 ml de diclorometano.

- Adicidn de la muestra en solucién de diclorometano (1ml).

- Elucion dos veces consecutivas con 1 ml de diclorometano.

- Elucidon con 5 ml de éter dietilico.

- Elucién con 8 ml de la mezcla triclorometano/acetona 4/1 (v/v). Esta fraccion se recogia en

un tubo de centrifuga y se concentraba hasta ("5 ml para proceder a la deteccidn.

III. 2, 6. 5. Separacion y deteccién de las aflatoxinas presentes en los

extractos de queso

La separacion y deteccién de las aflatoxinas presentes en los extractos se
llevé a cabo como se ha indicado en el apartado II1.2.3.7. En este caso se han
probado dos mezclas de solventes para el desarrollo de las cromatoplacas:

- triclorometano/metanol 95/5 (v/v).

- triclorometano/metanol 90/10 (v/v).

IIL 2. 6. 6. Cuantificacion de las aflatoxinas presentes en los extractos

Se ha realizado segin la pauta descrita en el apartado I11.2.3.8.

III. 2. 6. 7. Calculo del limite de determinacién de la técnica para el

andlisis del queso

Para realizar el célculo del limite de determinacién se han efectuado
extracciones empleando muestras de queso contaminadas con cantidades
decrecientes de aflatoxina, tal y como se ha explicado en el apartado II1.2.6.2., y
utilizando en su preparacion 65 ml de solucién de bicarbonato sédico al 0'3% y

5 ml de solucién preservadora.
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Las condiciones de desarrollo de la DD han sido las siguientes: 70 ml de
triclorometano como solvente, extraccion a temperatura de 37 °C durante 18 horas
y con agitacion a 150 rpm. El volumen final de extracto correspondia a 0’5 ml. El
resto de condiciones han sido las mismas detalladas con anterioridad (ver apartado
11.2.3.9.).

IIL. 2. 6. 8. Cdlculo del limite de deteccién de la DD para la extraccién de

aflatoxinas de queso

El calculo del limite de deteccién se ha llevado a cabo segin lo expuesto en
el apartado I11.2.3.10., pero teniendo en cuenta que el periodo de didlisis era de
18 horas y el volumen final de cada extracto de 0’5 ml. La preparacion de las

muestras se realizaba conforme a lo descrito en el apartado anterior.

IIL. 2. 7. Desarrollo de una técnica de mini-DD aplicada a la extraccion de

aflatoxina M, en muestras de leche
III. 2. 7. 1. Planteamiento del trabajo

La técnica de mini-DD es una variante de la DD normal, que ha sido
desarrollada en nuestro laboratorio y que se caracteriza por reducir
sustancialmente la cantidad de materiales y solventes empleados en el proceso de

dialisis [Prieta, 1993].

El planteamiento de este trabajo ha sido adaptar una técnica de mini-DD a
la extraccion de aflatoxina M, en muestras de leche, con deteccién posterior
mediante CCFAE. Para ello el principal factor estudiado ha sido la influencia del
tiempo de didlisis en la capacidad de recuperacién de esta aflatoxina.

II1, 2. 7. 2. Preparacidon de las muestras de leche

Para las pruebas de mini-DD se ha empleado leche entera cuyas caracteristi-
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cas se han descrito en el apartado II1.2.3.1.

En este caso partiamos de un volumen de muestra de 10 ml, que se
contaminaba con solucion de aflatoxina M, en medio AM tal y como se ha indicado
en el apartado I11.2.3.3., empleando diferentes niveles de contaminacion: 003, 0’04,
0’05, 008 y 0’10 ng/l que correspondian a 0’15, 020, 0"25, 0’40 y 0’50 ng de

aflatoxina.

Asimismo, se han realizado experiencias contaminando las muestras de leche
directamente con soluciéon patrén de AF M, en acetonitrilo de forma que la

cantidad de AF M, presente en las muestras de leche fuera de 0°50 ng (0’08 ug/1).

Las muestras se colocaban en un matraz Erlenmeyer de 50 m! de capacidad.

En todas las experiencias se realizaba la extraccién simultinea mediante

mini-DD de una muestra de leche sin contaminar con aflatoxina.

IIL. 2. 7. 3. Preparacion de las membranas de dialisis

Las membranas se preparaban tal y como se ha referido en el apartado
[II.2.3.5. En este caso se cortaba la membrana con una longitud de 20 cm y se

rellenaba con un volumen de 14 ml de triclorometano.

IMII. 2. 7. 4. Extracciéon de 1a aflatoxina M,

La extraccion se llevaba a cabo a una temperatura de 37 °C y en agitacion
orbital a 150 rpm. Con respecto al tiempo de duracién de la técnica se han
ensayado extracciones de 1, 2, 3, 4 y 5 horas, empleando los niveles de contamina-

cion referidos en el apartado anterior.

Una vez transcurrida la dialisis el contenido de las membranas se pasaba

directamente a un tubo de centrifuga, filtrdndolo previamente a través de una
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de filtro con una cantidad aproximada de 2 g de sulfato sédico anhidro.

El extracto resultante se concentraba sin llegar a sequedad, manteniéndo el
tubo en un bafio con agua a 45 °C y aplicando en su interior una corriente suave
de aire. A continuacion se afladia el volumen necesario de triclorometano para

alcanzar un volumen final de extracto de 80 nl.

III. 2. 7. 5. Separacion y deteccion de la aflatoxina M, en los extractos de

leche

La separacién y deteccidn de la aflatoxina M, se realizaba mediante CCFAE
de igual forma a la que se ha expuesto en el apartado II.2.3.7. En este caso se
colocaba en cada calle asignada a la muestra un volumen de 20 nl de extracto,
reservando otras dos calles para la colocacién de patrén interno. La cantidad de

AF M, patrén dispuesta en cada calle correspondiente era de 0'2 ng.

El solvente de desarrollo empleado ha sido la mezcla triclorometano/meta-
nol 95/5 (v/v).

III. 2. 7. 6. Cuantificacién de la AF M,
Se ha seguido la metodologia descrita en el apartado 111.2.3.8.

IIL. 2. 7. 7. Calculo del limite de determinacién de la técnica de mini-DD

para el analisis de leche

El limite de determinacién se calculé directamente a partir de los resultados
obtenidos en las diferentes pruebas de extraccion empleando varios niveles de

contaminacion.
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III. 2. 8. Incidencia de aflatoxina M, en leche comercial

El trabajo ha consistido en elaborar un estudio de incidencia de AF M, a
partir de los datos obtenidos en un muestreo de leche comercial realizado sobre un

total de 100 muestras.
III. 2. 8. 1. Toma de muesfras

Para realizar el muestreo se han adquirido un total de 100 unidades de leche
en un mismo centro comercial de Madrid y correspondientes a 11 marcas y lotes
diferentes. Ocho de las marcas analizadas correspondian a leche entera UHT
envasada en cartén, otras dos marcas correspondian a leche entera pasterizada (una
de ellas procedente de una Granja Diplomada y la otra de una marca con una
distribucién mas amplia), siendo la dltima marca analizada correspondiente a leche
semidesnatada (1,51% de materia grasa), UHT, envasada en cartébn y producida

fuera de Espana.

Las muestras se recogieron en un periodo de seis meses comprendido entre
enero y junio de 1993, recolectando al azar dos unidades de cada marca y lote. El

ndamero total de fases de las que ha constado el muestreo ha sido de seis.

Los andlisis se efectuaban en los tres dias sucesivos a la adquisicién de la
leche, conservando la leche restante en refrigeraciéon al menos dos dias después de

realizar las determinaciones por si era necesario confirmar algin resultado.
IT1. 2. 8. 2. Anilisis de AF M,

Las muestras se han analizado siguiendo el procedimiento de DD
desarrollado para la extraccién de aflatoxinas en leche, con deteccién posterior
mediante CCFAE.

Las condiciones de extraccién han sido las siguientes: 70 ml de triclorometa-
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no como solvente y extraccién durante 5 horas a 37 °C con agitacién a 150 rpm.

La separacion, deteccion y cuantificacion de la AF M, se ha llevado a cabo

de la forma referida en los apartados I11.2.3.5-6-7 y 8.

I11. 2, 9. Empleo de material de referencia para la validacién de la técnica

de DD desarrollada para la extraccién de AF M, en leche en polvo

El trabajo ha consistido en la utilizacién de muestras de leche en polvo
contaminadas de forma natural con varios niveles de AF M,, a partir de las cuales
se realizaba la extraccién mediante la técnica de DD desarrollada para este

producto lacteo.

IIL. 2. 9. 1, Preparacion de las muestras

Los materiales certificados se suministran empaquetados al vacio en sobres
de aluminio, con una cantidad de muestra de 25 g y se recomienda que, una vez
abiertos, los andlisis se efectiien en el menor tiempo posible [Van Egmond y Wagstaffe,

1986].

En nuestro estudio tomdbamos una cantidad de leche en polvo contaminada
de 6’25 g, que se redisolvia en un volumen de 50 ml de agua destilada (se
recomienda que la muestra sea disuelta en un volumen de agua entre 8 y 10 veces
la cantidad elegida de leche en polvo), tal y como se ha indicado en el apartado
I1.2.4.2. Para lograr la solubilizacion completa de la muestra, el agua destilada se
anadia tras ser calentada a 60 °C, vertiéndola lentamente en el matraz que contenia
la leche en polvo y agitando éste a la vez de forma suave. La muestra preparada
de esta forma se mantenia en reposo durante 15 min con objeto de solubilizar la

totalidad de las particulas.

En todos los andlisis se efectuaba simultdneamente la extraccion de una

muestra de leche en polvo comercial sin contaminar, del mismo tipo a la empleada
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en el apartado II1.2.4.
IIL. 2. 9. 2. Extraccion de la AF M, mediante DD

La preparacidon de los tubos de didlisis se ha realizado conforme a lo
expuesto en el apartado I11.2.3.5. Las condiciones de extraccién mediante DD han
sido las siguientes: 70 ml de triclorometano como solvente de extraccion, duracion
de la didlisis 5 horas, temperatura de extraccién de 37 °C y con agitacion orbital

a 150 rpm.

Los pasos siguientes de la metodologia de extraccién han sido iguales a los

sefialados en el apartado II1.2.3.6., siendo el volumen final de extracto de 02 ml.
III. 2. 9. 3. Separacion, deteccidn y cuantificacion de 1la AF M,

Se ha realizado siguiendo la pauta descrita en los apartados I11.2.3.6, [11.2.4.7

para la separacion y deteccion y I112.3.8 con respecto a la cuantificacién.

III. 2. 9. 4. Pruebas especificadas por la BCR para la validacion de técnicas

analiticas a partir de materiales de referencia

Para la validacién de una técnica mediante el empleo de materiales de
referencia es preciso comprobar que la repetitividad del método es comparable a
la obtenida en los laboratorios de certificacién. Con este objeto, en las instrucciones

para el uso de materiales certificados se especifican dos pruebas, a saber {Van

Egmond y Wagstaffe, 1986]:
1. Debe verificarse que el error estandar (EE) del valor medio de AF M,
detectado empleando la técnica en prueba sea menor que la desviacién estandar

(6.) especificada para cada tipo de material certificado.

2. Debe comprobarse si la media de concentracién de AF M, en ug/Kg,
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obtenida con la técnica en prueba y corregida en funcién del porcentaje de
recuperacion estimado para la técnica (), se encuentra en un intervalo cuyos
limites son el valor medio de AF M, en pg/Kg especificado para cada material

(Xc) +2x 0.

III. 2. 10. Tratamiento de los resultados

Con los resultados obtenidos en la deteccién de las aflatoxinas M, G, y B,
durante la puesta a punto de los distintos métodos de DD y que se expresan como
cantidad bruta recuperada (en ng) o como concentraciéon de AF (en nug/l o ug/Kg)
se ha calculado la media aritmética (), el rango y el coeficiente de variacion (CV),

con la finalidad de comprobar la repetitividad de los datos.

En el caso concreto de la validacién por medio del empleo de materiales de
referencia de la técnica desarrollada para la leche en polvo, ha sido necesario
expresar los resultados como la media aritmética con los limites del intervalo de
incertidumbre (IC) correspondiente a un nivel de confianza del 95%, forma en la
que vienen expresados los resultados en las especificaciones de estos materiales.
Asimismo, se ha calculado el error estindar (EE) correspondiente al valor medio
de AF M, obtenido aplicando la técnica de DD a las muestras de material

certificado.

Las fé6rmulas empleadas para el tratamiento de los resultados en este trabajo

han sido:

(1) Media aritmética
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(2) Desviacion estandar

o= ‘ T(x-x)?
n

(3) Coeficiente de variaciéon

cv%)=1%22
X
(4) Error estandar
EE--2
n-1
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IV. 1. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LA TECNICA DE DD
PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS EN LECHE CON DETECCION
POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

En primer lugar se mostraran los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas realizadas en el caso del desarrollo de la DD para la extracciéon de AF M,
en leche, describiendo posteriormente los resultados obtenidos con respecto a la
extracciéon de las aflatoxinas G, y B, conjuntamente. No obstante, los resultados
obtenidos para el limite de deteccién de la técnica de DD se muestran conjunta-
mente para las tres aflatoxinas estudiadas en la Tabla IV.9 (pag. 115), asi como las

condiciones del método definitivo de analisis (Figura IV.22, pag. 156)

En relacién al establecimiento de las condiciones de deteccidn, los estudios
preliminares realizados empleando el sistema de CCF, con placas de gel de silice,
desarrollo vertical y las mezclas de solventes: triclorometano/acetona (85/15),
triclorometano/acetona/isopropanol (85/10/5), triclorometano/metanol (95/5) y
triclorometano/metanol (85/15), no mostraron resultados aceptables en cuanto a
la separacion de las tres aflatoxinas estudiadas. Por este motivo se llevaron a cabo
diferentes pruebas empleando la técnica de CCFAE con placas de gel de silice. Las
experiencias realizadas con sistemas de desarrollo horizontal y las mezclas de
solventes anteriores, asi como con el empleo de un sistema de aplicacién
automatico de las muestras tampoco ofrecieron resultados positivos, ya que no se
conseguia la separacién de las aflatoxinas de otras sustancias e incluso habia

dificultades para lograr la separacién de las aflatoxinas G, y B, entre si.

En definitiva, las pruebas que mostraron los mejores resultados en la
separacién de las tres aflatoxinas estudiadas fueron las realizadas empleando
CCFAE con un sistema de desarrollo vertical y la mezcla triclorometano/metanol
(95/5) como solvente de desarrollo. Con este sistema no se presentaron interferen-
cias con ninguna otra sustancia presente en las cromatoplacas, considerandose por
ello como sistema de eleccién para la separacion y deteccion de las aflatoxinas M,,

G, y B, en extractos de leche obtenidos mediante DD. La Figura IV.8 (pag. 116)
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presenta algunos cromatogramas obtenidos a partir de extractos de leche aplicando

este sistema.

Con respecto a la influencia del tratamiento previo de preparacion de las
membranas de dialisis en la eficacia de recuperacién de las aflatoxinas, las pruebas
realizadas comparando el uso de membranas hidratadas por inmersién en agua
durante 15 min y membranas a las que se sometié a un tratamiento de ebullicion
en agua bidestilada durante 30 min, no dieron lugar a diferencias significativas,
obteniéndose los mismos porcentajes de recuperacion en el caso de las aflatoxinas
G, v B, -75% y 50% respectivamente-. En relacion a la AF M, el porcentaje de
recuperacion con membranas no sometidas al tratamiento fue ligeramente superior

-74% con membranas no tratadas y 65% con membranas tratadas-,

Experiencias preliminares realizadas en nuestro laboratorio sobre la
disposicion del solvente organico y la muestra con respecto a la membrana de
didlisis mostraron los mejores resultados cuando el solvente se colocaba en el
interior de las membranas, por lo que las pruebas para el desarrollo de la técnica
de DD se han realizado utilizando esta disposicién. Asimismo, también se
comprobd que los resultados eran mejores cuando se empleaba como solvente de

extraccién un Gnico compuesto (triclorometano) que mezclas de solventes.

Todas las pruebas realizadas para comprobar el efecto de diferentes
parametros en la eficacia de recuperacion de las aflatoxinas mediante DD se han
llevado a cabo empleando para la contaminacion de las muestras solucioén de cada
aflatoxina en medio AM. Asimismo, se ha utilizado como solvente de extraccién
triclorometano (70 ml) y la velocidad de agitacion ha sido 150 rpm en todos los

casos.

IV. 1. 1. Resultados del desarrollo de la DD para la extraccidn de AF M,

En la Figura IV.1 se muestran los resultados de las experiencias realizadas

para comprobar la influencia del tiempo de extraccién en diferentes voitimenes de
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leche contaminados con una concentracion de AF M, de 0050 pg/l. Los mejores
resultados se obtuvieron con un periodo de DD de 5 horas en el caso de
voliumenes de muestra de 50 ml, siendo este tiempo de 18 horas para voltimenes

de 250 y 1000 ml de leche.

El siguiente parametro estudiado fue la temperatura de DD. Los resuitados
se muestran en la Figura IV.2, donde se aprecia que el porcentaje de recuperacion
mds alto (79'3%) se consiguié a 37 °C, empleando muestras de 50 ml de leche y

5 horas de extraccion.

El efecto del valor de pH de la muestra de leche en el porcentaje de
recuperacion de AF M, mediante DD se representa en la Figura IV.3. El valor de
pH mas adecuado para la realizacién de la técnica resulto ser el valor normal del

producto {(entre 6’5 y 6’7) con el que se consiguié una recuperacién media del 96%.

La Tabla IV.1 muestra los resultados obtenidos empleando las condiciones
mas adecuadas para la realizacién de la DD (37 °C, pH normal de la leche y
5 horas de extraccién) en muestras de 50 ml de leche contaminadas con 0°050 y
0100 pg/l de AF M,. En el primer caso el porcentaje de recuperaciéon medio

obtenido es del 96'3% y en el segundo caso del 88'5%.

También se realizaron pruebas empleando en la contaminacion de la leche
solucion de AF M, en acetonitrilo para obtener distintos niveles de contaminacién.
Los resultados aparecen en la Tabla IV.2 donde se aprecia que los porcentajes de
recuperacion obtenidos para los niveles de contaminacién de 0°050 y 0100 ug/1 son
inferiores (70% y 78% respectivamente) a los correspondientes a la contaminacion

con solucidn en medio AM.

Asimismo, se comparé la eficacia en la recuperacién de AF M, empleando
como solventes triclorometano y acetato de etilo {Tabla IV.3). Los resultados fueron
muy similares con los dos solventes y en ambos casos la recuperacion se situé en

el 90%, para un nivel de contaminacion de 0’050 pg/L
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En cuanto al limite de determinacidn, los resultados se muestran en la Tabla
IV.4. El intervalo establecido como limite de determinacién se encuentra entre 0°01
y 0°02 nug/1

IV. 1. 2. Resultados del desarrollo de la DD para la extracciéon de AF G,
y AF B,

En las Figuras IV.4 y IV.5 se muestran los resuitados de las experiencias
realizadas para analizar la influencia del tiempo de extraccién en volumenes de
leche de 50, 250 y 1000 ml contaminados con 0’050 pg/l de AF G, y 0'050 pg/1 de
AF B,. En el caso de volumenes de leche de 250 y 1000 ml los porcentajes de
recuperacién fueron mas altos a las 18 horas para las dos aflatoxinas estudiadas.
Cuando se emplearon muestras de leche de 50 ml la recuperacion de AF B, fue
claramente mas alta a las 5 horas (60'1%), mientras que para la AF G, no se
encontraron diferencias considerables entre 5 y 8 horas de DD (594 y 60'1%
respectivamente). En cualquier caso, las recuperaciones mds altas se lograron

empleando muestras de 50 ml de leche.

Con respecto a la temperatura de DD (Figura IV.6) los mejores resultados
se obtuvieron a 37 °C para las dos aflatoxinas (94'3% para la AF G, y 68'3% para
la AF B,), empleando un nivel de contaminacién de 0050 pg/1 y 5 horas de

extraccion.

En relacién a la influencia del valor de pH de la leche (Figura IV.7), los
porcentajes de recuperacion mds altos correspondieron al valor de pH normal de

la leche.

Las Tablas IV.5 y IV.6 muestran los resultados obtenidos en las condiciones
mas adecuadas para la realizacion de la DD (muestras de 50 ml de leche, 5 horas
de extraccion y 37 °C) en muestras contaminadas con 0°050 y 0'100 ng/1 de cada
aflatoxina. En ambos casos el porcentaje de recuperacién fue mayor para la AF G,

(entre 70 y 80%), mientras que para la AF B, oscil6 entre el 60 y 65%.
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La Tabla IV.7 presenta los resultados de la comparacion entre el empleo de
triclorometano y acetato de etilo como solventes de extraccién. Sélo se aprecian
diferencias considerables en el caso de la recuperacién de AF B, ya que el
porcentaje obtenido cuando se emple6 triclorometano fue del 55'6%, aumentando

a un 89'2% con acetato de etilo.

En cuanto al limite de determinacion, los resultados se muestran en la Tabla
IV.8. El limite establecido se encuentra entre 001 y 0°02 pg/i para las dos

aflatoxinas.

1V. 1. 3. Método definitivo desarrollado

Los resultados obtenidos permiten la aplicacion de la DD a la extraccién
conjunta de las aflatoxinas M,, G, y B, en leche y las condiciones definitivas para

la realizacion del método son las siguientes:

- Muestras de leche de 50 ml con su valor de pH normal (entre 6’5 y 6'7).
- 70 ml de triclorometano en el interior de una membrana de didlisis de
60 cm de longitud.

- Tiempo de extraccién de 5 horas.

- Temperatura de extraccién de 37 °C.

- Agitacion a 150 rpm.
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Figura [V.1. Efecto del tiempo de extraccion en la recuperacion de 005 ug/1 de AF M, en tres
volumenes distintos de leche (50 ml -linea continua-, 250 ml -iinea discontinua- 1000 ml -linea de
puntos- mediante extraccion por DD. Las condiciones de las experiencias fueron: 70 mi de triclorometa-
no como solvente, extraccion de 5 horas y agitacidn a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes
de recuperacidn medio (en cifras), maxime v mirumo uobtenidos para cada tiempo de extraccion

ensayvado.
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Figura [V.2. Efecto de la temperatura de extraccion en la recuperacion de 005 pg/1 de AF M,
en leche mediante extraccidn por DD. Las condiciones de las experiencias fueron: 50 mi de leche, 70 mi
de triclorometano comoe solvente, extraccion de 5 horas v agitacidn a 150 rpm. En la figura se muestran
los porcentajes Je recuperacion medic (en cifras), maximo v minimo obterudos para cada temperatura

ensavada.
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Figura IV.3. Efecto del valor de pH de la muestra de leche en la recuperacion de 005 pg /1 de
AF M, en leche mediante extraccién por DD. Las condiciones de las experiencias fueron: muestras de
50 ml de leche, 70 ml de triclorometano como solvente, extraccion de 5 horas y agitacion a 150 rpm. En
la figura se muestran los porcentajes de recuperacion medio (en cifras), maximo y minimo obtenidos

para cada valor de pH ensayado.
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Tabla IV.1. Porcentaje de recuperacion de la técnica de DD para la extraccidon de AF M, en
muestras de 50 ml de leche contaminadas con solucidon de AF M, en medio AM con dos concentraciones
distintas (0’050 y 07100 pg/1). Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como

solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacién a 150 rpm.

AF M, afiadida AF M, Rango

detectada (%) (%) recup. Cv
we/) | g | g/ | g (g /1) (ng) @
poso | o2s00 | ooas | 2407 | 00aa-0055 | 2230-2:750 9628 9’3 (n=8)
0100 | 5000 | 0088 | 4424 | 4'110-5500 | 0°082-0°110 88'48 13’6 {n=5)
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Tabla 1V.2. Recuperacion de AF M, mediante DD en muestras de 50 mi de leche contaminadas
con patrén de AF M, en acetonitrilo a distintos niveles: (050, 07100, 0200, 0°500 y 1000 pg/1. Las
condiciones de extraccion fueron: 70 ml de triclorometano como sotvente, 37 °C, 5 horas v agitacion a

150 rpm.

AF M, anadida AF M, detectada (ng)
(ng) . Rango % rec. () | CV (n=3)
125 105 1700-1"09 840 3’5
2’50 1'75 1'56-1'78 700 82
500 390 3'75-4"10 780 38
10700 918 8'10-10"96 91'8 13'7
2500 16’80 15'70-17'57 67'2 4’7
5000 39'15 35'60-42'50 783 72

Tabla IV.3. Efecto del solvente de extraccidn en la recuperacion de 0'050 pg/l de AF M,
mediante DD en muestras de 50 ml de leche, contaminada con solucion de AF M, en medio AM. Las
condiciones de extraccion fueron: 70 ml de solvente (triclorometano o acetato de etilo), 37 °C, 5 horas

y agitacion a 150 rpm.

Solvente de AF M, afadi- AF M, detectada (ng) AF M, % recup.
extraccion da (ng) _ T detectada (%) 1)
1* experiencia | 2* experiencia
Triclerometano 2'50) 229 226 227 a0’'s
Acetato de 2'50 2737 2'33 2'35 91°0
etilo
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Tabla IV.4. Limite de determinacion de la técnica de DD para la extraccién de AF M, en
muestras de 30 ml de leche contaminadas con solucién de AF M, en medio AM. Las extracciones se
realizaron empleando 70 ml de triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacion

a 150 rpm.

AF M, afadida AF M,

detectada (x) % positivos (%) recup. CV (n=4)
g/ | g) | g/ | (ng) @
0010 0’50 0009 (49 50 990 -
0020 1'00 0020 1'01 100 1010 11°6
0030 1'50 0025 126 100 84°0 61
0050 2'50 0'043 235 100 860 7°4

Figura IV 4. Efecto del tiempo de extraccién en la recuperacion de 0°05 pg/1 de AF G, en tres
volumenes distintos de leche (50 ml -linea continua-, 250 mil -linea discontinua- 1000 ml -linea de
puntos- mediante extraccién por DD. Las condiciones de las expertencias fueron: 70 ml de triclorometa-
no como solvente, extraccion de 5 horas y agitacion a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes
de recuperacién medio (en cifras), mdximo y minimo obtenidos para cada tiempo de extraccién

ensayado.
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Figura IV.5. Efecto del tiempe de extraccidn en la recuperacion de 0°05 g/l de AF B, en tres
volumenes distintos de leche (50 ml -linea continua-, 250 ml -linea discontinua- 1000 ml -linea de
puntos- mediante extraccion por DD. Las condiciones de las experiencias fueron: 70 ml de triclorometa-
no como solvente, extraccion de 5 horas y agitacién a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes
de recuperacion medio (en cifras), miximo y minimo obtenidos para cada tiempo de extraccion

ensayado.
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Figura IV.6. Efecto de la temperatura de extraccidn en la recuperacion de 0°05 pg/1 de AF G,

(linea continua} y 0'05 pg/l de AF B, (linea discontinua) en leche mediante extraccion por DD. Las
condiciones de las experiencias fueron: 50 ml de leche, 70 ml de triclorometano como solvente,
extraccion de 5 horas y agitacion a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes de recuperacion

medic (en cifras), maximo y minimo obtenidos para cada temperatura ensayada.
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Figura IV.7. Efecto del valor de pH de la muestra de leche en la recuperacién de 0°05 pg/! de
AF G, y 05 pg /1 de AF B, en leche mediante extraccién por DD. Las condiciones de las experiencias
fueran: muestras de 50 ml de leche, 70 mi de triclorometano como solvente, extraccidn de 5 horas y
agitacion a 150 rpm. En a figura se muestran {os porcentajes de recuperacidn medio (en cifras -negtilla

para la AF G, y normal para la AF B;-), maximo y minimo obtenidos para cada valor de pH ensayado.
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Tabla IV.5. Porcentaje de recuperacion de la técnica de DD para la extraccion de AF G, en
muestras de 50 m] de leche contaminadas con solucién de AF G, en medio AM con dos concentraciones
distintas {0050 y 0100 pg/1). Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como

solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacién a 150 rpm.

AF G, aftadida AF G, Rango
detectada (%) (%) recup. cv
we/) | (ng) | (ug/) | (ng) (ng/1) (ng) )
i
(050 2500 0036 1’811 0°030-0047 1'500-2°390 72'44 157 (n=8)
0160 5000 0’079 3084 ¥068-0097 3'410-4"86() 7968 16’1 (n=5)
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Tabla IV.6. Porcentaje de recuperacidn de la técnica de DD para la extraccién de AF B, en
muestras de 50 ml de leche contaminadas con soiucién de AF B, en medio AM con dos concentraciones
distintas (7050 y 0”100 pg/1). Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como

solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacidn a 150 rpm.

AF B, anadida AF B, Rango

detectada () (%) recup. Cv
g/ | (mg) | g/ | (ng) (ug/1) (ng) 0
0050 2500 0032 1’618 0'025-0'038 17250-1"900 64’72 118 (n=8)
0100 5000 0’060 3046 0'053-0'074 2'660-3700 6’92 123 (n=5)

Tabla IV.7. Efecto del solvente de extraccidon en la recuperacion de 0050 ug/l de AF G, y
0'050 ng /1 de AF B, mediante DD en muestras de 50 ml de leche, contaminadas con solucién de cada
aflatoxina en medio AM. Las condiciones de extraccién fueron: 70 ml de solvente (triclorometanc o

acetato de etilo), 37 °C, 5 horas y agitacion a 150 rpm.

Solvente de AF afiadida AF M, detectada {ng) AF detectada | % recup.
extraccion (ng) . - va ()
1* experiencia | 2° experiencia
Triclorometano | 250 {AF G,) 230 2734 232 92'8
2’50 {AF B)) 1'25 1'53 139 55'6
Acetato de 2’50 (AF G)) 2'50 238 2°44 97’6
etilo 2’50 {AF B,) 225 221 223 89'2
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Tabla IV.8. Limite de determinacidon de la técnica de DD para la extraccion de AF G, v AF B,

en muestras de 50 ml de leche contaminadas con solucién de cada aflatoxina en medioc AM. Las

extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometane como solvente, a 37 °C, durante 5 horas

y en agitacion a 150 rpm.

AF anadida AF detectada
() % pasitivos (%) recup. CV (n=4)
(ng/1) (ng) | (ug/h) | (ng) @
0010 (AFG,) | 050 | o010 | 053 25 1060 -
(010 (AF B)) 0'50 0009 048 25 960 -
07020 {AF G)) 100 0018 0’89 75 890 -
{("020 (AF B)) 100 (3’016 0’80 75 800 -
0030 {AF G)) 1'50 0021 107 100 713 62
{'030 (AF B,) 1’50 (020 101 100 67'3 3’6
0050 (AEG,) | 250 | o038 | 177 100 70'8 472
{'050 (AF B)) 2'50 (0031 1’58 100 632 50
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Tabla IV.9. Resultados del calculo del limite de deteccién de la DD para ta extraccion de AF M,

AF G, y AF B, en leche. En la tabla se expresa el valor en ng con su media aritmética (%) y su

desviacion estandar (o), obtenidos a partir de veinte muestras de 50 ml de leche sin contaminar con

aflatoxinas (blancos) en las que se realizaba la extraccidn mediante DD en las condiciones siguientes:

70 ml de cloroformo como solvente de extraccion, duracion de la DD cinco horas a la temperatura de

37 °C y con agitacién orbital de 150 rpm. La deteccion se efectuaba mediante CCFAE, comprobando el

valor de R; de las aflatoxinas patron en el que se detectaba el méaximo de fluorescencia a 350 nm y

realizando el calcule del valor en ng correspondiente a la sefial detectada en el mismo punto de R, en

las calles de los extractos problema.

Blanco (a) (b) (c)
1 0705 0’15 09
2 001 011 09
3 0’03 0’07 002
4 003 002 0’03
5 006 {18 007
6 e 10 006
7 003 03 o9
e} 0’05 010 006
9 06 012 006

10 004 (¥'08 009
11 0’08 r21 Loty
12 ‘09 014 016
13 0°05 19 003
14 004 016 (103
15 o2 013 003
16 003 0’07 008
17 003 002 007
18 0’03 0’05 19
19 004 0’05 (0’03
20 0°05 007 0710
% 0044 0103 0’075
4] 001y 0054 0042

(a) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefial obtenida en el valor de R, del

patrén de AF M, en el punto de maxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

{b) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefial obtenida en el valor de R, del

patrén de AF G, en el punto de méaxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.
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{¢) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la senal obtenida en el valor de R; del

patron de AF B, en el punto de maxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

Célculo: L.D.=¢ +3xo0

L. D. (AF M,)= 0044 + 3 x 0°'019= 0’101 ng, que corresponden a 00020 ng/1.
L. D. (AF G)= 07103 + 3 x 0'054= 0’265 ng, que corresponden a 0’0053 pg/l.
L. D. (AF B,)= 0075 + 3 x 0°042= 0"201 ng, que corresponden a 0°0040 ng/1.

Figura [V.8. Cromatogramas correspondientes a extractes de leche obtenidos mediante
extraccion por DD. (a) extracto de leche contaminada con aflatoxinas M,, G, v B, {b) calle correspon-

diente a un extracto contaminado con patron interne de las aflatoxinas.
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IV. 2. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LA TECNICA DE DD
PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS EN LECHE EN POLVO CON
DETECCION POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

En primer lugar se mostrardn los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas realizadas en el caso del desarrollo de la DD para la extraccion de AF M,
en leche en polvo, describiendo posteriormente los resultados obtenidos con
respecto a la extraccién de las aflatoxinas G, y B, conjuntamente. No obstante, los
resultados obtenidos para el limite de deteccién de la técnica de DD se muestran
conjuntamente para las tres aflatoxinas estudiadas en la Tabla IV.20 (pag. 129), asi

como las condiciones del método definitivo de andlisis (Figura IV.22, pag. 156).

En relacién al establecimiento de las condiciones de deteccion, en las
experiencias realizadas empleando el sistema de deteccion aplicado a los extractos
de leche, es decir, CCFAE con un sistema de desarrollo vertical y la mezcla
triclorometano/metanol (95/5) como solvente de desarrollo, se probo su validez
para la separacion de las tres aflatoxinas estudiadas en los extractos de leche en
polvo. La Figura IV.11 (pag. 130) presenta algunos cromatogramas obtenidos a

partir de extractos de este producto aplicando este sistema.

Todas las pruebas para el desarrollo de la técnica de DD en leche en polvo
se han realizado utilizando 70 ml de triclorometano colocado en el interior de las
membranas de didlisis. Las muestras se contaminaron con solucidon de cada
aflatoxina en triclorometano y en todos los casos la velocidad de agitacion

empleada durante la DD fue de 150 rpm.

IV. 2. 1. Resultados del desarrollo de la DD para la extraccién de AF M,

En la Tabla IV.10. se muestran los resultados de las experiencias realizadas
para comprobar la influencia de la cantidad de leche en polvo tomada como
muestra y disuelta en 50 ml de agua destilada sobre la recuperacién de 0'80 ng/Kg

de AF M,. Los mejores resultados se obtuvieron con 6'25 g de leche en polvo (76%)
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disminuyendo un 20% si la muestra era de 12’50 g y un 40% aproximadamente si

la muestra era de 25’00 g.

El siguiente pardmetro estudiado fue la temperatura de DD. Los resultados
aparecen en la Figura IV.9, donde se aprecia que el porcentaje de recuperacién mads
alto (89'6%) se consiguid a 37 °C, empleando muestras de 6’25 g de leche en polvo

y 5 horas de extraccion.

El efecto del tiempo de extraccidn en el porcentaje de recuperaciéon de
distintas concentraciones de AF M, mediante DD se muestra en la Tabla IV.11. Los
porcentajes mds altos se obtuvieron a las 5 horas y dentro de ellos los valores mds
elevados (820 y 94'4%) correspondieron a los niveles de contaminacién de 0’4 y

0’5 ug/Kg de AF M, respectivamente.

En la Tabla 1V.12 se presenta el porcentaje de recuperacién de la técnica
empleando las condiciones definitivas {6"25 g de leche en polvo disueltos en 50 ml
de agua destilada, 70 ml de triclorometano y extracciéon de 5 horas a 37 °C y
150 rpm), para un nivel de contaminacién de 0’50 y 0’80 ng/Kg. Los porcentajes

obtenidos fueron de un 83'0% y un 73'4% respectivamente.

Los resultados de las pruebas realizadas para el célculo del limite de
determinacién se muestran en la Tabla IV.13. El limite establecido se encuentra

entre 03 y 0’4 ng/Kg.

IV. 2. 2. Resultados del desarrollo de la DD para la extraccion de AF G,
y AF B,

En la Tabla IV.14. se muestran los resultados de las experiencias realizadas
para estudiar la influencia de la cantidad de leche en polvo tomada como muestra
y disuelta en 50 ml de agua destilada sobre la recuperacion de 0'80 ng/Kg de
AF G, y 080 ng/Kg de AF B,. Los mejores resultados se obtuvieron con 625 g de
leche en polvo (97'0% para la AF G, y 69'8% para la AF B,), disminuyendo la
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efectividad al emplear cantidades mayores del producto, aunque de forma menos

marcada en el caso de la AF B,.

Con respecto a la temperatura de DD, los resultados se exponen en la Figura
IV.10, donde se aprecia que el porcentaje de recuperacién mas alto para las dos
aflatoxinas (96’3% para la AF G, y 81'6% para la AF B,) se consiguié a 37 °C,

empleando muestras de 6’25 g de leche en polvo y 5 horas de extraccion.

El efecto del tiempo de extraccién en el porcentaje de recuperaciéon de
distintas concentraciones de AF G, y AF B, mediante DD se muestra en la Tablas
IV.15 y IV.16. En este caso los porcentajes de recuperaciébn no experimentaron
variaciones muy notables entre los distintos tiempos estudiados, considerdndose

5 horas como periodo de DD mads adecuado.

Las Tablas IV.17 y IV.18 muestran los resultados obtenidos en las condicio-
nes mas adecuadas para la realizacion de la DD (muestras de 6'25 g de leche en
polvo, 70 ml de triclorometano, 5 horas de extraccion y 37 °C) para los niveles de
contaminacién de (0’50 y 0’80 pg/Kg de cada aflatoxina. En ambos casos el
porcentaje de recuperacion fue mayor para la AF G,, no aprecidandose diferencias

significativas entre los dos niveles de contaminaciéon empleados.

En cuanto al limite de determinacioén, los resultados se exponen en la Tabla

IV.19. El limite establecido para las dos aflatoxinas se encuentra entre 0’3 y
04 pg/Kg.

IV. 2. 3. Método definitivo desarrollado
Los resultados obtenidos permiten la aplicacién de la DD a la extraccién
simultidnea de las aflatoxinas M,, G, y B, en leche en polvo siendo las condiciones

definitivas para la realizacién del método las siguientes:

- Muestras de leche en polvo de 6'25 g disueltas en 50 mi de agua destilada.
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- 70 ml de triclorometano en el interior de una membrana de dialisis de
60 cm de longitud.

- Tiempo de extraccion de 5 horas.

- Temperatura de extraccion de 37 °C.

- Agitacion a 150 rpm.
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Tabla IV.10. Efecto de la cantidad de muestra de leche en polvo sobre la recuperacion de AF M,
mediante DD. E! nivel de contaminacién utilizado fue de V80 pg /Kg de AF M,. Las extracciones se
realizaron empleando 50 ml de agua para disolver la leche en polvo y 70 ml de triclorometano como

solvente de extraccion. La DD se efectud a 37 °C, durante 5 horas y en agitacién a 150 rpm.

AF M, Recuperada ()

Leche en AF M, afadida (ng) (%)
poivo (g) (ng)

6°25 500 3’80 76’00

12’50 10700 502 5020

2500 2000 4’52 22'60

Figura [V.9. Efecto de la temperatura de extraccion en la recuperacion de 0°5 ug/kg de AF M,
en leche en polvo mediante extraccion por DD. Las condiciones de las experiencias fuercn: muestras
de 6’25 g de leche en polvo disueltas en 50 ml de agua destilada, 70 ml de triclorometano como
solvente, extraccion de 5 horas y agitacion a 150 rpm. En la figura se muestran fos percentajes de

recuperacion medio (en cifras), mdximo y minimoe obtenidos para cada temperatura ensayada.

100 -

Recuperacion de AF M1 (%)

4 15 25 37 45
Temperatura ("'C)

Resultados 121



Tabta IV.11. Efecto del tiempe de DD en la extraccion de diferentes concentraciones de AF M,
(04, 0’5, 0°8, 1’0 y 19 pg/Kg) en muestras de 625 g de leche en polvo. Las condictones de extraccion
fueron: 50 ml de agua para disolver la leche en polvo, 70 mi de triclorometano como solvente de

extraccion, 37 °C y agitacion a 150 rpm. Los periodos de DI ensayados fueron 5, 8 y 18 horas.

AF M, detectada (ng) AF M, detectada (%)

Tiempo | AF M, anadida (ng) Rango X Cv
(h) (ng) (n=4)
5 2’50 2°05 1'50-2'80 8200 234
312 2'36 1'91-2"50 94’4() 11'6

500 3’36 2'85-3'90 6720 1472

624 404 3'62-4'57 64’74 95

11°87 855 7'12-10°06 72'03 12°3

8 2'50 1'54 1'40-1'68 6160 6’8
312 182 1'50-1'87 5833 1'5

500 307 2'50-3'70 6140 1477

6'24 4'35 3'99-4'94 69’71 84

1187 6’67 6'23-7"20 56’19 59

18 2'50 121 0'90-1'45 48’40 16’6
3’12 2'01 1'66-239 64’40 12’8

500 2'78 2'33-3'40 55’60 14’8

624 4’30 4’05-4'51 68’91 39

11'87 7'41 6"21-8"21 62'42 100
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Tabla IV.12. Porcentaje de recuperacion de la técnica de DD para la extraccién de AF M, en
muestras de 625 g de leche en polvo contaminadas con solucion de AF M, en triclorometanc con dos
concentraciones distintas {500 y 0°800 ug/Kg). Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de

triclorometano como selvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacion a 150 rpm.

AF M, anadida AF M, Rango
detectada {§) (%) recup. Cv
g/l | (g | (ug/D | ing) | (ug/D) (ng) w0
_. A
(500 3,12 415 2’59 (°306-0°500 1'91-312 830 12'4 (n=9)
"800 500 1’588 367 jL ('456-0'641 2'85-4°00 73’4 123 (n=9)

Tabla [V.13. Limite de determinacién de la técnica de DD para la extraccidon de AF M, en
muestras de 6’25 g de leche en polvo contaminadas con solucién de AF M, en triclorometano. Las
extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 5 horas

y en agitacidn a 150 rpm.

AF M, anadida AF M,

detectada (%) % positivos (%) recup. CV (n=4)
e/ | e | we | mp) | o
0200 1725 - - - - _
(0300 1'87 0212 1'32 50 706 -
0400 2’50 (350 219 100 B7'6 165
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Tabla IV.14. Efecto de la cantidad de muestra de leche en polvo sobre la recuperacién de AF G,
y AF B, mediante DD. El nivel de contaminacién utilizado fue de 0’80 ng/Kg de AF G, y AF B,. Las
extracciones se realizaron empleando 50 ml de agua para disolver la leche en polvo y 70 ml de

triclorometano como solvente de extraccion, La DD se efectud a 37 °C, durante 5 horas v en agitacion

a 150 rpm.
AF Recuperada (%)

Leche en polvo (g) AF anadida (ng) (ng) (%)

6'25 500 {AF G)) 4’85 9700

500 (AF B,) 349 6980

1250 1000 (AF G)) 704 70'40

1000 (AF B)) 600 60°00

2500 20000 {AF G)) 5’57 27'85

20°00 (AF B,) 808 40740

Nuimero de experimentos {n=2).

Figura IV.10. Efecto de la temperatura de extraccion en la recuperacién de 0°5 ug/kg de AF G,
y 05 pg/Kg de AF B, en leche en polvo mediante extraccion por DD. Las condiciones de las
experiencias fueron: muestras de 6’25 g de leche en polvo disueltas en 50 mi de agua destilada, 70 ml
de triclorometano como solvente, extraccion de 5 horas v agitacidon a 150 rpm. En la figura se muestran
los porcentajes de recuperacion medio (en cifras -negrilla para la AF G, y normal para la AF B,-),

maximo y minimo obtenidos para cada temperatura ensayada.
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Tabla IV.15. Efecto del tiempo de DD en la extraccién de diferentes concentraciones de AF G,
(074, 0°5, 08, 1'0 ¥y 1'% pg/Kg) en muestras de 6'25 g de leche en polvo. Las condiciones de extraccion
fueron: 30 ml de agua para disolver la leche en polve, 70 ml de triclerometano come solvente de

extraccion, 37 °C y agitacion a 150 rpm. Los periodos de DD ensayados fueron 5, 8 v 18 horas.

AF G, detectada (ng) AF G, detectada (%)
Tiempo | AF G, anadida (ng) Rango X cv
(h) (ng) (n=4)
5 2’50 1’91 1'50-2'40 76’40 196
312 2’64 2'38-299 84’61 82
500 4’50 3'43-5'10 90’00 143
624 503 3'87-5'82 80760 15’6
11’87 10'33 9'38-11"20 8702 6’6
8 2'50 2'00 191-2"10 8000 33
312 2'23 2'01-2'28 7147 1’3
500 399 3'70-4'25 79’80 52
6'24 522 4'94-5'49 83°00 4’3
11'87 879 815-9'49 74°05 6’3
18 2'50 1'55 1'30-1'75 62'00 104
312 2'28 2'06-2'55 73'07 8’7
500 4’45 4'12-5'40 89700 124
6’24 4’87 4'46-5'26 7808 6’4
11’87 911 8'33-9'97 76’74 6’6
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Tabla IV.16. Efecto del ttempo de DD en la extraccion de diferentes concentraciones de AF B,

(0’4, 0°5, 0'8, 1’0 y 19 ng/Kg) en muestras de 625 g de leche en polvo. Las condiciones de extraccion

fueron: 50 ml de agua para disolver la leche en polvo, 70 ml de triclorometano como solvente de

extraccion, 37 °C y agitacion a 150 rpm. Los periodos de DD ensayados fueron 5, 8 y 18 heras.

AF B, detectada (ng) AF B, detectada (%)

Tiempo | AF B, afiadida (ng) Rango X Ccv
(h) (ng) (n=4)
5 2’50 192 1'61-2'20 76’80 110
312 2’41 2'18-2'78 77'24 92

500 3'43 2'80-4'31 68’60 160

624 325 2'69-3'93 5200 151

11’87 874 801-9'40 73’63 57

8 2’50 158 1'45-1'68 63'20 52
312 1'83 1'73-1'91 58'65 37

500 2'76 2'60-3'00 5520 54

6"24 3’63 3'50-3'75 5817 19

11’87 6’86 6'12-7'53 57'79 7'5

18 2’50 0’97 0'90-1'10 38°80 8’6
312 1'79 1'60-1'99 57'37 7'7

500 330 2'62-3'70 66’00 12°8

6'24 4’03 3'39-4'46 64’50 9'7

11'87 807 7'33-8'90 6798 72
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Tabla IV.17. Porcentaje de recuperacion de la técnica de DD para la extraccion de AF G, en
muestras de 6'25 g de leche en polvo contaminadas con solucion de AF G, en triclorometano con dos
concentraciones distintas (0’500 y (0’800 pg/Kg). Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de

triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacion a 150 rpm.

AF G, anadida AF G, Rango

detectada (%) (%) recup. Cv
g/l | (ng) | g/l | (ng) (rg/l) (ng) @)
0500 3,12 (0’435 272 0°381-0°498 2'38-3'11 872 85 (n=9)
{7800 5700 0’723 4’52 ()'548-0'81s6 3743-510 90’4 119 (n=9)

Tabia IV.18. Porcentaje de recuperacion de la técnica de DD para la extraccion de AF B, en
muestras de 625 g de leche en polvo contaminadas con solucion de AF B, en triclorometano con dos
concentraciones distintas {0'500 y 0°800 ng/Kg). Las extracciones se realizaron empleande 70 ml de

triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacion a 150 rpm.

AF B, afnadida AF B, Rango

detectada (%) (%) recup. v
g/ | (ng) | (ug/) | (ng) (ng/) (ng) v
500 | 312 | 0371 | 2732 | 07250-0'445 | 1'56-2'78 743 14'6 (n=9)
0800 | 500 { 0574 | 359 | 0'448-0'689 | 280-431 718 131 (n=9)
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Tabla IV.19. Limite de determinacién de la técnica de DD para la extraccion de AF G, y AF B,

en muestras de 625 g de leche en polvo contaminadas con solucidn de cada aflatoxina en triclorometa-

no. Las extracciones se realizaron empleandoe 70 ml de triclorometano como solvente, a 37 °C, durante

5 horas y en agitacion a 150 rpm.

AF anadida AF detectada
(X) % pOSitiVUS (0/0) recup. Ccv (I’l=4)
(ng/) ng) | g/ | (ng) @
0’200 (AF G)) 1725 - - - - -
(200 (AF B,) 125 - - - - -
0300 {AF G} 1'87 0218 136 50 727 -
07300 (AF B,) 1’87 07190 119 25 63’6 -
0400 {AF G)) 250 0'374 234 100 93’6 114
0400 {AF B)) 250 0’254 1’59 100 636 14’5
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Tabla IV.20. Resultados del célculo del limite de deteccion de la DD para la extraccion de
AF M,, AF G, y AF B, en leche en poivo. En la tabla se expresa el valor en ng con su media aritmética
(X} v su desviacion estandar (5), obtenidos a partir de veinte muestras de 6’25 g de leche en polvo sin
contaminar con aflatoxinas (blancos) en las que se realizaba la extraccién mediante DD en las
condiciones siguientes: 50 ml de agua para disolver las muestras, 70 mi de cloroformo como solvente
de extraccion, duracion de Ia DD cinco horas a la temperatura de 37 °C y con agitacion orbital de 150
rpm. La deteccion se efectuaba mediante CCFAE, comprobando el valor de R, de las afiatoxinas patrdn
en el que se detectaba el maximo de fluorescencia a 350 nm y realizando el calculo del valor en ng

correspondiente a la sefial detectada en el mismo punto de R, en las calles de los extractos problema.

Blanco (a) (b) ()
1 0’03 0103 003
2 002 002 004
3 0’02 012 0°05
4 0’03 004 0'04
5 0’04 0704 (03
6 0°05 003 o7
7 0’04 (03 004
8 3’02 03 005
9 o7 011 003

10 (05 007 004
11 o7 008 007
12 0’10 016 004
13 007 008 003
14 0’08 003 002
15 007 010 002
16 012 014 0’02
17 14 0110 0’03
18 011 006 0’02
19 014 0’07 0’03
20 007 007 0’04
X roe7 0070 0037
c 0037 0039 0014

(a) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefial obtenida en el valor de R; del
patrén de AF M, en el punto de maxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

(b} cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefial obtenida en el valor de R; del
patron de AF G, en el punto de méxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

(c) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefial obtenida en el valor de R, del
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patrén de AF B, en el puntc de maxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

Céalculo: L.D.=3 +3 x 0

L. D. (AF M,)= 0067 + 3 x 0"'037= 0’178 ng, que corresponden a
070280 ng/Kg.

L. D. (AF Gy)= 0070 + 3 x 0'039= (187 ng, que corresponden a
00299 ug/Kg.

L. D. (AF B))= 0037 + 3 x 0'014= 0’079 ng, que corresponden a
0’0126 ug/Kg.

Figura [V.11. Cromatogramas correspondientes a extractos de leche en polvo obtenidos
mediante DD. (a) extracto de leche en polvo sin contaminar con aflatoxinas, (b) extracto de leche en
polvo contaminada con 19 ug/Kg de las aflatoxinas M, G, v B, {c} extracto de leche en polvo

contaminada con 04 ug/Kg de las aflatoxinas M,, G, v B,.
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IV. 3. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LA TECNICA DE DD
PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS EN YOGUR CON DETECCION
POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

En primer lugar se expondran los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas realizadas en el caso del desarroilo de la DD para la extracciéon de AF M,
en yogur, describiendo posteriormente los resultados obtenidos con respecto a la
extraccion de las aflatoxinas G, y B, conjuntamente. No obstante, los resultados
obtenidos para el limite de deteccién de la técnica de DD se muestran conjunta-
mente para las tres aflatoxinas estudiadas en la Tabla IV.28 (pag. 142), asi corno las

condiciones del método definitivo de analisis (Figura IV.22, pag. 156}.

Las condiciones de deteccién empleadas han sido las mismas utilizadas para
el caso de la leche y leche en polvo: CCFAE con un sistema de desarrollo vertical
y la mezcla triclorometano/metanol (95/5) como solvente de desarrollo. La Figura
IV.16 (pag. 143) presenta un cromatograma obtenido a partir de extractos de yogur

aplicando este sistema.

En todas las experiencias se ha utilizado como solvente de extraccion
triclorometano (70 ml) colocado en el interior de membranas de dialisis de 60 cm

de longitud y la velocidad de agitacién ha sido a 150 rpm en todos los casos.

IV. 3. 1. Resultados del desarrollo de la DD para la extraccion de AF M,

La Figura IV.12 representa los resultados obtenidos en las pruebas realizadas
para comprobar la influencia de la temperatura de extraccion en la recuperacion
de 0'045 pg/Kg de AF M, en yogur. Para estas pruebas se emplearon muestras de
yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche contaminada con solucion de
AF M, en acetonitrilo. En la grafica se observa que los mejores resultados se

obtuvieron realizando la DD a 37 °C.

En la Figura IV.13 aparecen los resultados de las experiencias realizadas
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para comprobar la influencia del tiempo de extraccion en la recuperacién de
0°045 ng/Kg de AF M, en yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche
contaminada con solucidn de la aflatoxina en acetonitrilo. Asimismo, la Tabla IV.21
presenta los resultados correspondientes al mismo tipo de pruebas pero empleando
muestras de yogur comercial contaminadas con 0’050 pg/Kg de AF M, a partir de
solucion de la toxina en triclorometano. Los mejores resultados se obtuvieron con
un periodo de DD de 5 horas en ambos casos, si bien, la recuperacién fue mayor
cuando se utilizé yogur comercial (84'8%) frente al 74'4% obtenido a partir del
yogur elaborado en el laboratorio. En ambos casos y en las extracciones de 8 y 18
horas, aparecieron sustancias interfirientes en las cromatoplacas, que impidieron

la cuantificacién de la AF M,.

La Tabla IV.22 muestra los resultados correspondientes a la recuperacién de
(0’045 ng/Kg de AF M, en muestras de yogur elaborado en el laboratorio a partir
de leche contaminada con tres soluciones diferentes de la aflatoxina: en medio AM,
en acetonitrilo y en triclorometano. Las extracciones se realizaron durante un
periodo de 5 horas a 37 °C y 150 rpm. El porcentaje de recuperacion mas elevado
correspondié a los yogures elaborados con leche contaminada con solucion de
AF M, en medio AM (88'0%), recuperdndose aproximadamente un 10% menos en
el caso de la solucidn de triclorometano y un 20% menos en el caso de la solucién

de acetonitrilo.

En la Tabla IV.23 aparecen los resultados correspondientes al porcentaje de
recuperacion obtenido a partir de muestras de 50 g de yogur comercial contamina-
das a un nivel de 0’050 ng/Kg con solucién de AF M, en triclorometano. En este

caso el porcentaje de recuperacion fue de un 83'6%.

Con respecto al limite de determinacién los resultados aparecen en la Tabla

IV.24. El limite establecido se encuentra entre 0010 y 0'020 ng/Kg.
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IV. 3, 2. Resultados del desarrollo de 1a DD para la extraccion de AF G,
y AF B,

En la Figura IV.14 se representan los resultados de las experiencias
realizadas para comprobar la influencia de la temperatura de extraccién en la
recuperacion de 0’045 pg/Kg de cada aflatoxina. Para estas pruebas se emplearon
muestras de yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche contaminada con
soluciones de AF G, y AF B, en acetonitrilo. En la gréfica se observa que los
mejores resultados para la AF B, se obtuvieron al realizar la DD a 37 °C. En el caso
de la AF G, aunque se logré una recuperacién mayor a 45 °C, aparecieron
sustancias interfirientes en las cromatoplacas, que dificultaban la cuantificacion de

ambas aflatoxinas.

En la Figura IV.15 se muestran los resultados de las experiencias realizadas
para comprobar la influencia del tiempo de extraccién en la recuperacion de
0’045 png/Kg de cada aflatoxina, en yogur elaborado en el laboratorio a partir de
leche contaminada con soluciones de AF G, y de AF B, en acetonitrilo. Asimismo,
la Tabla IV.25. presenta los resultados correspondientes al mismo tipo de pruebas
pero empleando muestras de yogur comercial contaminadas a un nivel de
0’050 ng/Kg de cada aflatoxina en solucidon de triclorometano. Los mejores
resultados se obtuvieron con un periodo de DD de 5 horas en ambos casos, si bien,
la recuperaciéon fue mayor cuando se utilizé yogur comercial (93'2% -AF G- y
57'2% -AF B;) que cuando se empled yogur elaborado en el laboratorio (59'5% -
AF G- y 35'3% -AF B,-). En ambos casos y en las extracciones de 8 y 18 horas,
aparecieron sustancias interfirientes en las cromatoplacas, que impidieron la

cuantificacion de ambas aflatoxinas.

En la Tabla IV.25 aparecen los resultados correspondientes a la recuperacion
de 0'045 pg/Kg de cada aflatoxina en muestras de yogur elaborado en el
laboratorio a partir de leche contaminada con tres soluciones de la aflatoxina
diferentes: en medio AM, en acetonitrilo y en triclorometano. Las extracciones se

realizaron durante un periodo de 5 horas a 37 °C y 150 rpm. El porcentaje de
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recuperacién mas bajo correspondié a los yogures elaborados con leche contamina-
da con solucion de AF G, en acetonitrilo, siendo en el caso de las otras dos
soluciones de un 85% aproximadamente. En relacién a la AF B, el porcentaje de
recuperacion mads alto correspondid a los yogures elaborados a partir de leche

contaminada con solucién de la aflatoxina en medio AM (78'2%).

En la Tabla IV.26 aparecen los resultados correspondientes al porcentaje de
recuperacion obtenido a partir de muestras de 50 ml de yogur comercial
contaminadas a un nivel de 0'050 nug/Kg con soluciones de AF G, y AF B, en
triclorometano. En este caso el porcentaje de recuperacion fue de un 58'8% para la
AF G, y de un 40'8% para la AF B,.

Con respecto al limite de determinacién los resultados aparecen en la Tabla
IV.27. El limite establecido se encuentra entre 0010 y 0020 ng/Kg para las dos

aflatoxinas.

IV. 3. 3. Método definitivo desarrollado

Los resultados obtenidos permiten la aplicacién de la DD a la extraccion
simultdnea de las aflatoxinas M,, G, y B, en yogur y las condiciones definitivas

para la realizacion del método son las siguientes:

- Muestras de yogur de 50 g.

- 70 ml de triclorometano en el interior de una membrana de dialisis de
60 cm de longitud.

- Tiempo de extraccién de 5 horas.

- Temperatura de extraccién de 37 °C.

- Agitacién a 150 rpm.

Resultados 135



Figura IV.12. Efecto de la temperatura de extraccion en la recuperacidn de 0045 ug/Kg de
AF M, en yogur mediante extraccion por DD. Las condiciones de las experiencias fueron: muestras de
50 ml de yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche contaminada con solucién de AF M, en
acetonitrilo, 70 ml de triclorometano como solvente, extraccién de 5 horas y agitacién a 150 rpm. En la
figura se muestran los porcentajes de recuperacidn medio {en cifras), maximo y minimo obtenidos para

cada temperatura ensayada.
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Figura IV.13. Efecto del tiempo de extraccién en la recuperacién de 0'045 pg/Kg de AF M, en

yogur mediante extraccion por DD. Las condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 ml de
yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche contaminada con solucién de AF M, en acetonitrilo,
70 ml de triclorometano como solvente, extraccidn a 37 °C y agitacién a 150 rpm. En la figura se
muestran los porcentajes de recuperacién medio (en cifras), méximo y minimo obtenidos para cada
tiempo ensayado.
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Tabla [V.21. Efecto del tiempo de extraccion en la recuperacion de (050 ug/Kg de AF M, de

yogur mediante DD. Las extracciones se realizaron en las condiciones siguientes: muestras de 50 ml de

yogur comercial contaminado con soluciéon de AF M, en cloroformo, 70 ml de triclorometano, 37 °C y

150 rpm.
| Tiempo (h) [ AF M, anadida | AF M, detectada Rango % rec. (X} CV (n=4)
(ng) (ng)
2 2’50 1'14 108-127 45’6 6’5
3 2'50 1’41 1733-1'53 56'4 5’4
5 2’50 212 1'83-2'40 84’8 10°6
8 - - - - .
18 - - - - -

Tabla I'V.22. Porcentaje de recuperacidn de la técnica de DD para la extraccion de (0045 pg/Kg

de AF M, en muestras de 50 mi de yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche contaminada con

distintas soluciones de AF M,. Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como

solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacién a 150 rpm.

Sol. de AF M, AF M, AF M, Rango Ccv
empleada en la antadida detectada (%) (%) rec. (n=5}
contaminacidn )
ng/Kg | ng | wg/Kg | ng Hg/Kg ng
Medio AM 0’045 225 07039 198 | ("033-0'044 | 1'64-2720 880 10°3
Acetonitrilo 07045 2'25 0’030 150 | ("025-0040 | 1'26-1'98 66'6 167
Cloroformo 0045 225 0034 1'72 | 0°029-07044 | 1'44-218 76'4 164
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Tabla IV.23. Porcentaje de recuperacion de Ia técnica de DD para la extraccion de 07050 pg/Kyg
de AF M, en muestras de 50 ml de yogur comercial contaminado con solucion de AF M, en cloroformo.

Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 5

horas v en agitacidn a 150 rpm.

AF M,
AF M, anadida detectada () Rango (%) rec. CV (n=5)
X
ug/Kg ng ng/Kg | ng ug/Kg ng
(0050 2'50 07042 209 0'035-0'048 1'74-239 836 10’5

Tabia IV.24. Limite de determinacion de la técnica de DD para la extraccion de AF M, en
muestras de 50 g de yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche contaminada con solucién de
AF M, en medio AM. Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como scivente,

a 37 °C, durante 5 horas y en agitacién a 150 rpm.

AF M, afadida AF M,
detectada (¥} % positivos (%) tecup. CV (n=4)

(x)

ug/Kg ng ng/Kg ng

0011 (55 0010 0'54 50 98’8 -
0022 1'10 0’021 104 75 94’5 -
(045 2'25 038 1'03 100 857 4'8
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Figura TV.14. Efecto de la temperatura de extraccién en la recuperacién de 0045 pg/Kg de
AF G, (linea continua) y ('045 ug/Kg de AF B, (linea discontinua) en yogur mediante extraccién por
DD. Las condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 ml de yogur elaborado en el laboratorio
a partir de leche contaminada con solucién de cada aflatexina en acetonitrilo, 70 ml de triclorometano
como solvente, extraccion de 5 horas y agitacion a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes de

recuperacidn medio (en cifras), maximo y minimo obtenidos para cada temperatura ensayada.
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Figura IV.15. Efecto del tiempo de extraccién en la recuperacion de 0’045 ng /Kg de AF G (linea
continua) y °045 pg/Kg de AF B, (linea discontinua) en yogur mediante extraccion por DD. Las
condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 mi de yogur elaborado en el laboratorio a partir
de leche contaminada con solucidn de cada aflatoxina en acetonitrilo, 70 ml de triclorometano como
solvente, extraccién a 37 °C y agitacion a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes de

recuperacién medio (en cifras), miximo y minimo obtenidos para cada tiempo ensayado.
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Tabla [V.25. Porcentaje de recuperacion de ia técnica de DD para la extraccion de 0045 pg /Ky

de AF G, y 0'045 ug/Kg de AF B, en muestras de 30 ml de yogur elaborado en el laboratorio a partir

de leche contaminada con distintas scluciones de cada aflatoxina. Las extracciones se realizaron

empleando 70 ml de triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacién a 150 rpm.

Sol. de AF AF anadida AF detectada Rango Cv
empieada (%) (%) rec. (n=5)
en la conta- 1 )
. ng/Kg ng | ng/Kg | ng ng/Kg ng
minacion
Medio AM 0045 (G,} | 2’25 0038 190 | 0°031-0°043 | 1'57-2'15 84’4 140
0045 (B)) 2'25 035 1'76 | (Y030-0'037 1'51-2°08 7872 141
Acetonitrilo 0’045 (G,) 225 0028 1740 | 0°024-0'034 122-1'71 622 12'7
0045 (B,) 2725 0018 89  0°017-0°022 0'86-1"08 395 179
Cloroformo 0045 (G,) 2725 039 196 | 0'038-0'041 1'89-2'03 871 2’5
0’045 (B,) 2°25 0021 108 | 0°017-0°030 | 0'87-1'48 48'0 2370

Tabla [V.26. Porcentaje de recuperacion de la técnica de DD para la extraccién de 0°050 pg/Kg

de AF G, y 050 pg/Kg de AF B, en muestras de 50 m! de yogur comercial contaminado con solucion

de cada aflatoxina en cloroformo. Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano

como solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacion a 150 rpm.

AF afadida AF detectada (§) Rango (%) rec. CV (n=5)
(X
ug/Kg ng | ug/Kg ng ng/Kg ng
0’080 (G,) 2'50 0029 147 0°027-0"034 1735-169 588 83
0’050 (B)) 2'50 0°020 102 0'020-0'021 0'99-1°07 40'8 26
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Tabla V.27, Limite de determinacién de la técnica de DD para la extraccion de AF G, y AF B,
en muestras de 50 g de yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche contaminada con solucion
de AF G, v soluciéon de AF B, en medio AM. Las extracciones se realizaron empleando 70 mi de

triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 5 horas y en agitacién a 150 rpm.

AF anadida AF
detectada (%) % positivos (%) recup. CV (n=4)
ng/Kg ng | ug/Kg ng w
0011 (AF G)) 0’55 002 0’59 50 107°2 -
0’011 (AF B,) 0’55 0011 (0’54 25 982 -
0022 (AF G}) 110 0021 105 75 954 -
(0’022 (AF B)) 110 0’019 0796 75 8772 -
0045 (AF G)) 225 0’037 1'85 100 8272 53
0045 (AEB) | 2725 | 0036 1’81 100 804 4’8
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Tabla IV.28. Resultados del cdicule del limite de deteccion de la DD para la extraccién de

AF M,, AF G, y AF B, en yogur. En la tabla se muestra el valor en ng con su media aritmética (%) y su

desviacion estandar (o), obtenidos a partir de veinte muestras de 50 g de yogur comercial sin

contaminar con aflatoxinas {blancos} en las que se realizaba la extraccion mediante DD en las

condiciones siguientes: 70 ml de cloroformo como solvente de extraccién, duracién de la DD cinco horas

a la temperatura de 37 °C vy con agitacion orbital de 150 rpm. La deteccion se efectuaba mediante

CCFAE, comprebando el valor de R; de las aflatexinas patrén en el que se detectaba el maximo de

fluorescencia a 350 nm y realizando el cdiculo del valor en ng correspondiente a la sefial detectada en

el mismo punto de R, en las calles de los extractos problema.

Blanco (a) (b) {c}
1 0720 007 008
2 016 008 004
3 020 015 023
4 018 05 02
5 011 (12 010
6 0’09 010 009
7 012 007 015
3 022 0720 003
9 014 027 006
10 009 ("32 010
11 004 027 005

12 013 012 003
13 009 009 006
14 007 '10 006
15 0’06 003 10
16 0Ce 003 006
17 007 0’07 005
18 007 004 004
19 006 021 009
20 0’19 003 0’03
X 0117 0"126 0073
o {055 0065 0047

(a) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefial obtenida en el valor de R, del

patron de AF M, en el punto de maxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

{b) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefial obtenida en el valer de R, del

patrén de AF G, en el punto de maxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.
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{c) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefiai obtenida en el valor de R, del

patron de AF B, en el punito de maxima fluorescencia detectado en la cromatopiaca.

Calculo: L. D=7 +3x¢

L. D.(AF M,)= 0117 + 3 x 0"055= 0"282 ng que corresponden a (*0056 ug/Kg.
L. D.(AF G;)= 0"'126 + 3 x 0'065= ("321 ng que corresponden a 0’0064 ng/Kg.
L. D.(AF B,)= 0’073 + 3 x 0'047= 0"214 ng que corresponden a 0’0043 ug/Kg.

Figura [V.16. Cromatograma correspondiente a extractos de vogur ocbtenidos mediante DD. (a}

extracto de yogur elaborado a partir de leche contaminada con 0011 pg/Kg de las aflatoxinas M,, G,

v By, (b) el mismo extracto anterior con patron interno de las tres aflatoxinas.
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IV. 4. RESULTADQOS DEL DESARROLLO DE LA TECNICA DE DD
PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS EN QUESO CON DETECCION
POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

En primer lugar se expondran los resultados obtenidos en las diferentes
pruebas realizadas en el caso del desarrollo de la DD para la extraccién de AF M,
en queso, describiendo posteriormente los resultados obtenidos en la extraccion de
las aflatoxinas G, y B, conjuntamente. No obstante, los resultados obtenidos para
el limite de deteccion de la técnica de DD se muestran conjuntamente para las tres
aflatoxinas estudiadas en la Tabla IV.35 (pag. 154), asi como las condiciones del

método definitivo de andlisis (Figura IV.22, pag. 156).

Con respecto a la forma de preparacion de las muestras de queso,
inicialmente se ensay¢ el empleo de una solucién de bicarbonato sédico y una
solucion de fosfato bisédico, obteniéndose los mejores resultados al emplear la
primera de ellas (para un nivel de contaminacién de 0200 pg/Kg de cada
aflatoxina). Las extracciones se realizaron a 37 °C durante 5 horas. Los porcentajes
de recuperacién obtenidos fueron:

- Empleando 70 ml de solucién de bicarbonato sodico: 58% (AF M,), 51%

(AF G,) y 25% (AF B,).

- Empleando 70 ml de solucién de fosfato bisddico: 0% (AF M,), 23% (AF G,)

y 23% (AF B)).

A la vista de los resultados, las muestras de queso se prepararon con 70 ml

de solucion de bicarbonato sédico.

Las condiciones de deteccién utilizadas fueron en principio las mismas
empleadas en los productos lacteos estudiados anteriormente: CCFAE con un
sistema de desarrollo vertical y la mezcla triclorometano/metanol {95/5) como
solvente de desarrollo. No obstante, al aparecer en las cromatoplacas sustancias
interfirientes con la AF M, y no conseguirse en ocasiones la separacion completa
de la AF G, y la AF B, lo cual dificultaba su cuantificacién, se ensayé el uso de la

mezcla triclorometano/metanol (90/10), con la que se obtenia una mejor
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resolucion, sobre todo cuando el nivel de contaminacién de aflatoxinas era < 0'100
ng/Kg. La Figura IV.21 (pag. 155) presenta un cromatograma obtenido a partir de

extractos de queso aplicando este sistema.

Por otro lado, y aungue se realizaron algunas pruebas empleando para la
fase de deteccién y cuantificacion extractos de 200 ul (volumen final de extracto en
el resto de productos lacteos estudiados), se obtuvieron mejores resultados a partir
de un volumen de final de extracto de 500 nl ya que se reducia el efecto de la

presencia de algunas sustancias interfirientes.

También se probé en uso de cartuchos Sep Pak® de gel de silice para la
purificacion de los extractos de queso. Los cromatogramas obtenidos a partir de
los extractos purificados con este sistema presentaban menor cantidad de
sustancias interfirientes; no obstante, el porcentaje de recuperacion de la AF M,
(para un nivel de contaminacion de 0100 ng/Kg y realizando extracciones de
18 horas a 37 °C), fue mucho menor (40%). Asimismo, en los extractos purificados
no se detecté AF G, ni AF B,. A la vista de estos resultados se desestimé el uso de

los cartuchos Sep Pak® para la purificacién de los extractos.

Las restantes condiciones del método fueron las mismas sefialadas en los
apartados precedentes: 70 ml de triclorometano como solvente de extraccion,
colocado en el interior de membranas de didlisis de 60 cm de longitud y velocidad

de agitacion de 150 rpm.

IV. 4. 1. Resultados del desarrollo de la DD para la extraccién de AF M,

La Figura IV.17 representa los resultados obtenidos en las pruebas realizadas
para comprobar la influencia de la temperatura de extracciéon en la recuperacion
de 0200 ng/Kg de AF M, en queso, llevando a cabo la DD durante un periodo de
5 horas. En la grédfica se observa que los mejores resultados se obtuvieron
realizando la DD a 45 °C. No obstante, los cromatogramas obtenidos empleando

esta temperatura presentaban gran cantidad de sustancias interfirientes, siendo por
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tanto mas dificil realizar una cuantificacién correcta.

En la Figura IV.18 se muestran los resultados de las experiencias realizadas
para comprobar la influencia del tiempo de extraccién en la recuperaciéon de
0’200 ng/Kg de AF M, en queso, ralizando las extracciones a 37 °C. Los mejores
resultados se obtuvieron con un periodo de DD de 18 horas (927%), aunque los
resultados correspondientes a las extracciones de ocho horas también mostraron
recuperaciones elevadas (86'5%). El porcentaje de recuperacion obtenido a las cinco
horas de extracciéon fue del 62'8%, presentando menos sustancias interfirientes los

cromatogramas correspondientes a este periodo.

La Tabla IV.29 muestra los resultados correspondientes al estudio del efecto
de la adicidén de 5 ml de solucién preservadora durante la fase de preparacion de
las muestras de queso sobre la recuperacion de 0200 pg/Kg de AF M, Las
extracciones se realizaron durante un periodo de 5 y 18 horas a 37 °C y 150 rpm.
El porcentaje de recuperacién més elevado correspondié en todos los casos a las
muestras preparadas con solucion preservadora, obteniéndose un incremento en
la recuperacién de aproximadamente un 10% con respecto a las muestras a las que
no se afiadio esta solucién. Asimismo, se comprobé que la muestra preparada de
esta forma mantenia una consistencia uniforme a lo largo de todo el periodo de
DD, no produciéndose precipitados. A la vista de los resultados, se decidid
emplear en todas las experiencias realizadas posteriormente 65 mi de solucidn de
bicarbonato sédico al 03% y 5 ml de solucién preservadora para la preparacién de

las muestras de queso.

En la Tabla IV.30 aparecen los resultados correspondientes al porcentaje de
recuperacion obtenido a partir de muestras de 50 g de queso contaminadas a un
nivel de 0'100 ng/Kg de AF M,. Las extracciones se realizaron a 37 °C durante 18

horas. El porcentaje de recuperacién fue de un 89'4%.

Con respecto al limite de determinacién los resultados aparecen en la Tabla

IV.31. El limite establecido se encuentra entre 0'060 y 0’080 ng/Kg.
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IV. 4. 2. Resultados del desarrollo de la DD para la extraccion de AF G,
y AF B,

En la Figura IV.19 se muestran los resultados de las experiencias realizadas
para estudiar la influencia de la temperatura de extraccion en la recuperacién de
07200 pg/Kg de cada aflatoxina en muestras de 50 g de queso. En la grafica se
observa que los mejores resultados para estas dos aflatoxinas se obtuvieron al

realizar la DD a 37 °C (60’0 y 38'5% respectivamente).

En la Figura IV.20 aparecen los resultados de las experiencias realizadas
para comprobar la influencia del tiempo de extraccién en la recuperacion de
0'200 pg/Kg de cada aflatoxina en queso. Los mejores resultados se obtuvieron con

un periodo de DD de 18 horas en ambos casos (90’6 y 59'3% respectivamente).

La Tabla IV.32 muestra los resultados correspondientes al estudio del efecto
de la adicién de 5 ml de solucién preservadora durante la fase de preparacién de
las muestras de queso sobre la recuperacién de 0'200 ug/Kg de cada aflatoxina.
Las extracciones se realizaron durante un periodo de 5 y 18 horas a 37 °C y
150 rpm. En el caso de la AF G, el porcentaje de recuperaciébn més elevado
correspondi6 a las muestras preparadas con solucidon preservadora, aunque las
diferencias no fueron muy considerables. En el caso de la AF B, no aparecieron
diferencias en las extracciones de 5 horas, recuperdndose a las 18 horas menor
cantidad de aflatoxina (5% menos) a partir de las muestras preparadas con solucién
preservadora. No obstante, a partir de este momento se decidié emplear 5 ml de
esta solucién junto con 65 ml de bicarbonato sédico al 0'3% para la preparacién de
las muestras utilizadas en el resto de las experiencias cuyos resultados se detallan

a continuacién.

La Tabla IV.33 muestra los resultados correspondientes a la recuperacién de
0100 ng/Kg de AF G, y 0’100 ng/Kg de AF B, en muestras de queso. Las
extracciones se realizaron durante un periodo de 18 horas a 37 °C y 150 rpm. El

porcentaje de recuperacién mds bajo correspondié a la AF B, (65'0%) frente al
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73'2% obtenido para la AF G,.

Con respecto al limite de determinacién los resultados aparecen en la Tabla
IV.34. El limite establecido se encuentra entre 0040 y 0’060 ng/Kg para las dos

aflatoxinas.

IV. 4. 3. Método definitivo desarrollado

Los resultados obtenidos permiten la aplicacién de la DD a la extraccion
conjunta de las aflatoxinas M,, G, y B; en queso, si bien puede ser necesario
emplear distintas proporciones de la mezcla triclorometano/metanol, para obtener
la resolucién adecuada. Las condiciones definitivas para la realizacion del método

son las siguientes:

- Muestras de queso de 50 g.

- Preparacion de las muestras con 65 ml de bicarbonato sodico al 0°3% y
5 ml de solucién preservadora.

- 70 ml de triclorometano en el interior de una membrana de didlisis de
60 cm de longitud.

- Tiempo de extraccion de 18 horas.

- Temperatura de extraccién de 37 °C.

- Agitacién a 150 rpm.
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Figura IV.17. Efecto de la temperatura de extraccion en la recuperacion de 020 ug /Kg de AF M,
en gqueso mediante extraccion por DD Las condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 g de
queso, 70 ml de tricicrometano como solvente, extraccion de 5 horas y agitacion a 150 rpm. En la figura
se muestran los porcentajes de recuperacion medio (en cifras), méximo y minimo obtenidos para cada

temperatura ensayada.
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Figura IV.18. Efecto del tiempo de extraccién en la recuperacién de 020 pg/Kg de AF M, en
queso mediante extraccion por DD. Las condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 g de
queso, 70 ml de triclorometano como solvente, extraccion a 37 °C y agitacion a 150 rpm. En la figura
se muestran los porcentajes de recuperacion medio (en cifras), maximo y minimo obtenidos para cada

tiempo ensayado.
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Tabla IV.29. Efecto de la adicién de solucion preservadora (5 ml) a las muestras de queso, en
la recuperacion de 07200 ug /Kg de AF M, mediante DD. Las condiciones de extraccién fueron: 70 ml

de triclorometano como solvente, 37 °C, 5 y 18 horas de extraccién y agitacion a 150 rpm.

Preparacion de | Tiempo AF M, AF M, detectada {ng) AF M, % rec.(¥)
las muestras {(h) afiadida detectada
(ng) 1% experiencia | 2° experiencia 1
5in solucién 5 10700 3'53 323 338 338
preservadora 18 1000 565 6'66 6’15 61’5
Con solucion § 1000 511 4'45 4'79 47'9
preservadora 18 10700 736 809 772 7772

Tabla IV.30. Porcentaje de recuperacidn de la técnica de DD para la extraccién de AF M, en
muestras de 30 g de queso (preparadas con 65 ml de solucion de bicarbonato sédico y 5 ml de solucién
preservadora), contaminadas a una concentracion de 0100 ug/Kg. Las extracciones se realizaron

empleando 70 ml de triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 18 horas y en agitacion a 150 rpm.

AF M, afiadida | AF M, detectada (}) Rango
i % rec.(q) cv
ng/Kg [ ng | ug/Kg ng ug/Kg ng
0100 500 0’089 447 (’070-0"110 3’50-5"50 894 17'1 (n=3)

Tabla IV.31. Limite de determinacién de la técnica de DD para la extraccién de AF M, en
muestras de 50 g de queso (preparadas con 65 ml de sol. de bicarbonato y 5 ml de sol. preservadora).

Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 18 h

v en agitacion a 150 rpm.

AF M, aniadida AF M, detectada (})
% positivos | % rec (§) CV (n=3)
ug/kg ng ug/Kg ng P *
0040 200 - - - - -
0’060 300 0054 2’69 333 896 -
('080 400 0075 375 99’9 937 4'7
0100 500 0082 410 999 82°0 111
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Figura IV.19. Efecto de la temperatura de extraccitn en ta recuperacion de 0720 pg /Kg de AF G,
(linea continua) y 020 ug/Kg de AF B, (linea discontinua) en queso mediante extraccién por DD, Las
condiciones de las experiencias fuercn: muestras de 50 g de queso, 70 ml de triclorometano como
solvente, extraccion de 5 horas y agitacién a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes de

recuperacidn medio {en cfras), maximo y minimo obtenidos para cada temperatura ensayada.
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Figura IV.20. Efecto del tiempo de extraccion en la recuperacion de 0°20 ng/Kg de AF G, {linea
continua) y 020 ug/Kg de AF B, (linea discontinua) en queso mediante extraccién por DD. Las
condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 g de queso, 70 ml de triclorometano como
solvente, extracciton a 37 °C y agitacion a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes de

recuperacién medio (en cifras), maximo y minimo obtenidos para cada tiempo ensayado.
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Tabla IV.32. Efecto de la adicion de solucidn preservadora (5 ml} a las muestras de queso, en
la recuperacion de °200 ng/Kg de AF G, v 07200 ng/Kg de AF B, mediante DD. Las condiciones de

extraccion fueron: 70 ml de triclorometano como solvente, 37 °C, 5 y 18 horas de extraccion y agitacion

a 150 rpm.

Preparacion de | Tiempo AF ana- AF detectada (ng) AF % Tec-

las muestras (h} dida {ng) detecta- {7

1 experiencia | 27 experiencia da (z)

Sin solucién 5 10700 (G,) 436 362 399 399

preservadora 10700 (B)) 208 2'66 2'37 237

18 1000 (G,) 772 777 774 774

1000 (B,) 4'90 378 4'34 43’4

Con solucion 5 10700 (G,) 4'78 391 4'34 434

preservadora 1000 (B,) 195 2'73 2'35 234

18 0’00 (G)) 6°38 812 801 801

1000 (B,) 390 2'66 328 328

Tabla IV.33. Porcentaje de recuperacion de la técnica de DD para la extraccion de AF G, y AF B,
en muestras de 530 g de queso (preparadas con 65 ml de solucion de bicarbenate sodico y & mi de
solucién preservadora), contaminadas a una concentracion de (V100 pg/Kg de cada aflatoxina. Las
extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 18 horas

y en agitacion a 150 rpm.

AF anadida AF detectada (%) Rango
—1 % rec.z cv
ug/Kg | ng | pg/Kg | ng ug/Kg ng o rect
0100 (G | 500 | 0073 | a6 | ovsedore | 281-395 732 | 160 (n=5)
0100 B) | 500 | 0065 | 325 | oossw073 | 293366 650 | 773 (n=5)
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Tabla IV.34. Limite de determinacion de la técnica de DD para la extraccién de AF G, y AF B,
en muestras de 50 g de queso (preparadas con 65 mi de sol. de bicarbonato v 5 ml de sol. preservadora).

Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como solvente, a 37 °C, durante 18 h

y en agitacion a 150 rpm.

AF anadida AF detectada (§)
% positivos % rec () CV (n=3)
ug /g ng ng/Kg ng P *

07040 (G,) 200 0’041 205 66’6 102’5 -

0040 (B,) 200 0’039 198 99'g 99°2 47
0060 (G,) 300 0051 2’55 999 86’6 32
0060 (B) 300 {056 2'78 99'9 92’6 2’5
0080 (G,) 400 0076 3'82 99’9 95’5 54
0080 (B,) 400 0’059 296 999 74'0 42
0100 (G) 500 0080 407 999 814 31
0100 (B) 500 0071 357 999 714 141

Resultados 153



Tabla [V.35. Resultados del célculo det limite de deteccion de la DD para la extraccion de

AF M,, AF G, y AF B, en quesc. La tabla muestra el valor en ng con su media aritmética (x) y

desviacion estandar (o), obtenidos a partir de veinte muestras de 50 g de queso comercial sin

contaminar con aflatoxinas (blancos) en las que se realizaba la extraccion mediante DD en las

condicicnes siguientes: 70 ml de cloroformo como solvente de extraccidn, duracidn de la DD dieciocho

horas a la temperatura de 37 °C y con agitacién orbital de 150 rpm. La deteccidn se efectuaba mediante

CCFAE, comprobando el valor de R, de las aflatoxinas patrén en el que se detectaba el maximo de

fluorescencia a 350 nm v realizando el cilculo del valor en ng correspondiente a ia senal detectada en

el mismo punto de B en las calles de los extractos problema.

Blanco (a) (b) (©)
1 23 1’04 004
2 024 (44 014
3 (0’24 0’86 029
4 0723 0'96 (23
5 022 022 0’16
6 099 0’09 0’06
7 (0’53 0’18 015
8 0752 018 0’10
9 0’57 011 016
10 1730 016 0715
11 (0’66 018 014
12 123 0’69 0’40
13 0’06 1703 022
14 0722 1'51 029
15 027 018 010
16 0’40 74 019
17 (48 020 0’18
18 0713 015 05
19 023 047 009

i 20 010 0’08 o7
X 0'442 0'473 ("160
g (0349 0408 0089

(a) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefial obtenida en el valor de R; del

patron de AF M, en el punto de méxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

(b) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefal obtenida en el valor de R; del

patron de AF G, en el punto de maxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.
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(c) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la sefal obtenida en ei valor de R; del

patron de AF B, en el punto de mdxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

Célculo: L.D.=% +3x 06

L. D.(AF M,)= 0"442 + 3 x 0’349= 1'489 ng que corresponden a 0’0298 png/Kg.
L. D.(AF G,)= 0473 + 3 x 0"408= 1’697 ng que corresponden a 0"0339 ng/Kg.
L. D.(AF B,)= 0160 + 3 x 0'087= 0’421 ng que corresponden a 0’0084 pg/Kg.

Figura IV.21. Cromatograma correspondiente a extractos de queso obtenidos mediante DD. (I)
registro perteneciente a muestras de quesc contaminadas con 006 ug/Kg de las aflatoxinas My, G, y

B, (2) registro de extractos contaminados a los que se afiadio patrén interno de las aflatoxinas.
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Figura IV.22. Esquema del método definitivo de andlisis de aflatoxinas en productos lacteos

mediante extraccién por DD y deteccién por CCFAE.
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IV. 5. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LA TECNICA DE MINI-
DD PARA LA EXTRACCION DE AF M, EN LECHE CON DETECCION POSTE-
RIOR MEDIANTE CCFAE

En relacién al establecimiento de las condiciones de deteccion, se emple6 el
sistema aplicado a los extractos de leche obtenidos mediante DD, es decir, CCFAE
con un sistema de desarrollo vertical y la mezcla triclorometano/metanol (95/5)

como solvente de desarrollo.

Todas las pruebas para la puesta a punto de la técnica de mini-DD en leche
se han realizado utilizando 14 mi de triclorometano colocado en el interior de las
membranas de didlisis. Las muestras (10 ml de leche) se contaminaron con solucidén
de AF M, en medio AM y en todos los casos la velocidad de agitaciéon empleada

durante la DD fue de 150 rpm y la temperatura de extraccién 37 °C.

El efecto del tiempo de extraccién en el porcentaje de recuperacién de
0’05 ng/1 de AF M, mediante mini-DD se muestra en la Tabla IV.36 y en la Figura
IV.23, donde se observa que a partir de las 2 horas de extraccion el porcentaje se

mantiene practicamente estable (50%).

Los resultados de las pruebas realizadas para el cilculo del limite de
determinacién de la técnica de mini-DD con extracciones de una y dos horas apare-
cen en la Tablas IV.37. En ambos casos el limite de determinacién se fij6 entre 0’04

y 0°05 pg/L.

También se realizaron pruebas para comprobar el efecto de la contaminacién
de las muestras con solucién de AF M, en medio AM y acetonitrilo, realizando
extracciones de 1 hora. Los resultados aparecen en la Tabla IV.38, no habiendo

diferencias significativas entre las dos formas de contaminacién analizadas.
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A partir de los resultados obtenidos las condiciones definitivas para la

realizacién del método son las siguientes:

- Muestras de leche de 10 ml.

- 14 ml de triclorometano en el interior de una membrana de didlisis de
20 cm de longitud.

- Tiempo de extraccién de 2 horas.

- Temperatura de extraccion de 37 °C.

- Agitacién a 150 rpm.

El protocolo definitivo se muestra en la Figura IV.24.
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Tabla IV.36. Influencia del tiempo de extraccion sobre el porcentaje de recuperacidon de AF M,

en leche, empieando el método de mini-DD como técnica de extraccion y CCFAE como sistema de

deteccién. Los experimentos se realizaron empleande muestras de teche de 10 mi contaminadas con un

nivel de AF M, de 005 ug/l (correspondientes a "'500 ng) v utilizando 14 ml de triclorometano como

solvente. Las extracciones se efectuaron a 37 °C, 150 rpm v durante 1, 2, 3, 4 v 5 haoras.

Tiempo AF M, (%) AF M, Rango (ng) % rec. (%) CvV
(h) anadida (ng) | detectada (ng) (n=4)
1 0500 0’181 0'166-0"197 362 63
2 0’500 0'252 0'237-0'264 504 41
3 0’500 0247 0'208-0'291 49'4 13'8
4 0’500 0222 0'166-0"264 44’4 164
5 0'500 07251 0°198-0'318 502 199

Figura IV.22. Influencia del tiempo de extraccion en el porcentaje de recuperacidn de AF M,

en muestras de 10 ml de leche contaminadas a un nivel de 005 pg /1 y realizando ta extraccion mediante

mini-DD. Las extracciones se llevaron a cabo a 37 °C, con agitacion a 150 rpm y empleando 14 ml de

triclorometano como solvente. En la figura se expresa el porcentaje de recuperacion medio (valor en

cifras), minimo y maximo obtenido en 4 experiencias.
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Tabla IV.37. Célcule del limite de determinacién de la técnica de mini-DD para la extraccion
de AF M, en leche. Para las pruebas se tomaron muestras de 10 ml de leche conta.minadas con (03,
0’04, 0705, 0’08 y 010 ug /| de AF M, (correspondientes a 03, 0°4, 05, '8 y 1°0 ng). Las extracciones se
realizaron a 37 °C, durante 1 y 2 horas, a 150 rpm y empleando 14 ml de triclorometano coma solvente

de extraccion.

Extraccién de 1 hora

AF M, atadida AF M, detectada (%)

(ng) {ug/1) % Positivos {ng) (ug/1) Rango (ng) | % rec. (%) v
{n=4)

0300 0030 - - - - - -

{400 0040 50 ('168 0016 0"147-0"189 42'0) -

{"300 0’050 100 07181 0018 0"166-0"197 3672 63

0800 0’080 100 07250 (025 07184-0'300 3172 169

1000 (3100 100 0°304 0030 0'270-0"333 304 7'6

El valor medio de AF M, detectado, el rango y el valor medio del porcentaje de recuperacion

estan referidos a los experimentos con resultados positives.

Extraccion de 2 horas

AF M, anadida AF M, detectada (%)

(ng) | (ug/l) | % Positivos (ng) (ng/1) Rango {ng) | %rec. (%) | CV
(n=4)

0300 0030 - - - - - -

07400 0’040 50 07206 0020 0198-0214 515 -

(0’500 0050 1060 0252 07025 02370264 504 47

0’800 0’080 100 (0’406 0’040 (’377-¥443 507 61

1000 0’100 100 0'597 0’059 (°495-0"690 597 12°0

El valor medio de AF M, detectado, el rango y el valor medic del porcentaje de recuperacion

estan referidos a los experimentos con resultados positivos.
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Tabla [V.38. Efecto del tipo de solucién de AF M, utilizado para la contaminacion de muestras
de 10 ml de leche al nivel de 0050 pg/I {correspondientes a 0'300 ng de aflatoxina), La extraccion se

realizd mediante mini-DD durante un periodo de 1 hora a 37 °C y 150 rpm, empleando 14 ml de

triclorometano como solvente.

AF M, afadida () AF M, de- % rec. () Ccv
(ng) tectada (ng) (n=3)
AF M, en {500 0165 330 58
medio AM
AF M, en 0500 0180 360 2’6
acetonitrilo
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PREPARACION DE LOS TUBOS DE DIALISIS
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IV. 6. DETERMINACION DE AF M, EN LECHE COMERCIAL MEDIAN-
TE EXTRACCION POR DD Y DETECCION POR CCFAE

Todas las extracciones realizadas en este estudio se han llevado a cabo
empleando las condiciones definitivas del método de DD para la extraccién de
AF M, en leche: muestras de 50 ml, 70 ml de triclorometano colocado en el interior

de una membrana de dialisis de 60 cm, extraccion de 5 horas, a 37 °C y 150 rpm.

En la Figura IV.25 se muestran los resultados globales correspondientes al
andlisis de 100 muestras de leche comercial correspondientes a 50 lotes diferentes.
El porcentaje de muestras positivas fue del 14%, aunque en un 3% de ellas la
cantidad de AF M, detectada se encontraba en el intervalo correspondiente al
limite de determinacion establecido para la técnica. En aquellos lotes en que se
detectaron muestras positivas, la AF M, aparecié en todos los casos en las dos
unidades analizadas. Es de destacar que en los anlisis efectuados sobre leche
pasterizada sélo aparecieron dos muestras positivas (pertenecientes al mismo lote
y a la marca de mayor distribucidn) cuyo contenido en AF M, fue de 0020 y
0’025 pg/l. Por otro lado, no se detect6 AF M, en ninguna de las 12 muestras de

leche semidesnatada UHT analizadas.

La Figura IV.26 presenta los resultados del muestreo en funcién de la
cantidad de AF M, detectada. Asimismo, en la Tabla IV.39 se muestran los
resultados obtenidos para cada muestra analizada, tanto en cantidad de AF M,
detectada como cantidad estimada segtin el porcentaje de recuperacién de la
técnica (96'3%). El valor medio de AF M, detectada corresponde a 0'026 nug/l,
siendo el rango entre 0°018 y 0°042 ng/L

En la Tabla IV.40 se presentan los resultados agrupando las muestras en
funcién de la fecha de adquisicién. Como puede observarse, la distribucién de
muestras positivas fue bastante homogénea a los largo del estudio, destacdndose
tan solo la ausencia de muestras positivas en los lotes analizados en el mes de

marzo. Por otro lado, en la Figura IV.27 aparecen los resultados obtenidos para
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cada fabricante, expresados como porcentaje de muestras positivas con respecto al
total de positivos detectados y como porcentaje de muestras positivas dentro del
total de muestras analizadas de cada fabricante. También se expresa el valor medio
de concentracion de AF M, encontrado en cada marca analizada. De las once
marcas analizadas solo aparecieron muestras positivas en cuatro de ellas,
correspondiendo el 57% de las muestras positivas y las de nivel de contaminacion

mads alto al mismo fabricante.

Finalmente, la Figura IV.28 incluye varios cromatogramas en los que

aparecen muestras positivas y negativas.
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Figura IV.25. Incidencia de AF M, en 100 muestras de leche adquiridas en un establecimiento
de Madrid y analizadas mediante extraccidn por DD y deteccion y cuantificacion mediante CCFAE. Las
condiciones de extraccion fueron: 70 ml de triclorometano como solvente, 37 °C, 5 horas y agitacién a

150 rpm.
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Figura IV.26. Distribucién de las muestras analizadas en funcion del nivel de AF M, detectado

(ng/1).
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Tabla [V.39. Presencia de AF M, en leche comercial (50 totes diferentes y dos unidades

por cada lote}, analizados mediante extraccion por DD y deteccion mediante CCFAE. La tabla muestra

las cantidades de AF M, detectadas v su media aritmética (%) en pg/1 asi como la cantidad de AF M,

estimada y su media aritmética (%) en pg/1, tomando como porcentaje de recuperacion de la técnica de

DD el valor 96'30%. Las muestras se expresan con un niimero correspondiente a la fase del muestreo

y una letra que corresponde a cada marca analizada.

AF M, (ug/1)

Muestra

Detectada

Estimada

AF M, (ng/1)

1A

Muestra

Detectada

Estimada

1B

2D

1C

2E

1D

2F

1E

2G

0’029
0043

1F

2H

0025
0’033

1G

(ro32
0’08

0033
0019

2l

1H

3A

iI

3B

2A

3C

2B

3aD

2C

3E

3F
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Tabla IV.39. continuacién.

AF M, (pg/1)

Muestra

Detectada

Estimada

3G

3]

4A

4B

4C

D

4E

4F

4G

0018
0018

019
0019

41

4]

SA

5B

AF M, (ug/1)
Muestra Detectada Estimada
5C - -
5D - -
S5F - -
5G 022 0'023
0037 0038
5K 0022 0’023
0’028 0’029
pA - -
6B 07020 0021
0025 0’026
6C - -
6D - -
6F - -
6G - -
6] - -
6K - -
Media 0°026 0027
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Tabla iV 40. Presencia de AF M, en muestras de leche comercial agrupando los resultades segtin

la fecha de compra del producto. Las extracciones se realizaron mediante DD en las condiciones

siguientes: 37 °C, 5 horas, 150 rpm y empleando 70 ml de triclorometano como solvente. La deteccion

¥ cuantificacién se llevd a cabo por CCFAE.

Fecha N” de muestras % de positivos ¥ AF M, (ug/h
Enero 18 111 0025
Febrero 18 222 0031
Marzo 16 - -

Abril 18 111 0’018
Mayo 14 286 0027
Junio 16 125 0’022

Figura IV.27. Presencia de AF M, en muestras de leche comercial agrupandoe los resultados

segun las distintas marcas analizadas.
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Figura IV.28. Cromatogramas correspondientes a extractos de leche comercial obtenidos
mediante DD. En (a) aparecen calles correspondientes a extractos negativos-1-, positivos-2- y calles con
patrén interno-3- (extracto problema+sol, patron de AF M,). En (b) aparecen calles correspondientes a
extractos positivos-1-, calles con patrén-2- y calles con patrén interno-3-. En (c) aparece el resultado de

la lectura de una cromatoplaca en la que todos los extractos fueron negativos y una calle con patron

interno-1-.
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IV. 7. RESULTADOS DE LA VALIDACION DE LA TECNICA DE DD
DESARROLLADA PARA LA EXTRACCION DE AF M, EN LECHE EN POLVO,
MEDIANTE EL EMPLEO DE MATERIALES DE REFERENCIA

En la Tabla IV.41 se muestran los resultados obtenidos en la extraccién de
AF M, en los materiales empleados (n° 282, 283, 284 y 285), expresados como
cantidad bruta en ng, como concentraciéon en pg/Kg e indicando el rango de
concentracion detectado, el error estindar (EE) y el coeficiente de variaciéon (CV)
correspondiente al nimero de experimentos realizados. En las experiencias llevadas

a cabo con los materiales n°282 y 283 no se detectd AF M,.

En todos los casos las extracciones se realizaron empleando las condiciones
Optimas del método desarrollado para la leche en polvo: 6’25 g de muestra disuelta
en 50 ml de agua destilada, 70 ml de triclorometano en el interior de una
membrana de didlisis de 60 cm de longitud y extraccién durante 5 horas, a 37 °C

y 150 rpm.

En la Tabla IV.42 aparecen los resultados correspondientes a los materiales
n°284 y 285, expresados como el valor medio de AF M, detectado en ng/Kg con
los limites del intervalo correspondiente a un grado de confianza del 95%.
Asimismo, se muestran los resultados corregidos en funcién del porcentaje de
recuperacion estimado para la técnica en los niveles de contaminacion correspon-
dientes (82% para 040 ng/Kg y 73% para 0'80 ng/Kg), expresando los resultados

de la misma manera.

Finalmente, la Tabla IV.43 presenta los resultados de las dos pruebas
especificadas por el BCR para la validacién de técnicas analiticas a partir del
empleo de materiales certificados. Los resultados son vélidos para los dos

materiales utilizados (n°284 y 285).

La Figura IV.29 incluye cromatogramas correspondientes a extractos de los

cuatro materiales empleados.
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Tabla [V.41. Resultados de las pruebas realizadas para la validacidn de la técnica de extraccion
de AF M, mediante DD en material de referencia. Las extracciones se llevaron a cabo con muestras de
6'25 ¢ de los materiales de referencia suministrados por el BCR (n® 282, 283, 284 y 285}, que se disolvian
en 50 ml de agua destilada. Las condiciones de DD fueron: 37 °C, 5 horas, 150 rpm y 70 ml de
triclorometanc como solvente. En la tabla se expresa la cantidad media de AF M, detectada (en ng v
ng/Kg), el rango {(ug/Kg}, el error estandar y el coeficiente de variacion correspondiente al niimero de

experiencias realizadas.

AF M,
Material | n Contenido de detectada () Rango EE cv
de el BCR AF M, {(ug/Kg} (ng/Kg)
ng/Kg | ng
282 4 <('050 - - - - -
283 4 | 07090 +0'04/-002 - - - - -
284 4 07310 £ ¢"060 0’318 1992 | "305-0331 | 07005 33
285 6 07760 = 0°050 0624 3900 | 0'526-0'691 | 0026 | 103

n: niimero de experiencias

EE: error estandar

Tabla IV .42. Resultados de las pruebas realizadas para la validacién de la técnica de extraccion
de AF M, mediante DD en material de referencia suministrado por el BCR (n°® 284 y 285). En la tabla
se expresan los resultados obtenidos como el valor medio en pg/Kg con el intervalo correspondiente
a un grado de confianza del 95%. Los resultados se presentan como cantidad media detectada y como
cantidad media corregida segin el porcentaje de recuperacion de la técnica de DD para los niveles de

contaminacion de 040 g /Kg -82%- y 0°80 ug/Kg -73%- (para el material n” 284 y 285 respectivamente).

n’ material | Contenido de AF M, AF M, detectada % de rec. AF M, estimada
{valor certificado + IC (g + IC del 95%) aplicado (g = IC del 95%)
del 95%) en ug/Kg en pg/Kg en pg/Kg
BCR n°284 1310 = 0’060 0°318 + 0°012 820 (0'387 = 0012
BCR n"285 760 £ 07050 07624 + (053 730 (1’854 + 0°053

1C: intervalo de confianza
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Tabla IV 43. Resultados de las dos pruebas de validacidn de técnicas de andlisis especificadas
por el BCR para su comprobacién mediante los materiales certificados: (1) el error estandar (EE) del
valor medio de tecuperacidn de la técnica debe ser menor que la desviacion estandar obtenida para el
material de referencia (6,.), (2) el valor medio de recuperacion de la técruca (f) en ug/Kg debe

encontrarse en el intervalo cuyos limites son £, (ug/Kg) = 20..

Material i i (1) (2)
de la BCR | pg/Kg G, ug/Kg EE EE < o, fo - 20< < §, + 20,
n® 284 (0’310 0085 07387 0005 07005 < 0"085 07140 < 07387 < ('480
n® 285 0760 (063 (0’854 0’026 0'026 < 0'063 (634 < 0’854 < (1'886

Figura [V.29. Cromatogramas correspondientes a extractos de los distintos materiales de

referencia obtenidos mediante DD.

a: Cromatograma obtenido a partir de los extractos de los materiales n® 282 (I} y 283 (lI). Las

calles TP y IIP corresponden a patrones internos de los mencionados extractos.
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b: Cromatograma correspondiente a un extracto de material n° 284.
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V.1. CONSIDERACIONES INICIALES SOBRELAS DISTINTAS TECNI-
CAS DE DD DESARROLLADAS

V. 1. 1. Discusién del material y métodos empleados

V. 1. 1. 1. Eleccion de las aflatoxinas

Como ya hemos sefialado en la introduccién, la AF M, es la aflatoxina que
puede aparecer con mayor frecuencia en la leche y sus derivados; por ello, el objeto
principal del presente trabajo ha sido el desarrcllo de una técnica nueva de
extraccion de esta toxina en distintos productos lacteos. Para los estudios iniciales
se decidié emplear la leche, debido a que es el alimento en el que la contaminacion
por AF M, reviste mayor importancia [Blanco y col., 1989a; Van Egmond, 198%a, 1991],
siendo ademas el sustrato sobre el que se han puesto a punto la mayor parte de
las metodologias de analisis [Stubblefield ¥ Van Egmond, 1989]. No obstante, y dado que
las propiedades fisicoquimicas de las aflatoxinas G, y B, son muy similares a las
de la AF M,, se decidié comprobar también la efectividad de la metodologia
desarrollada para su extracciéon a partir de los mismos alimentos. Estas dos
aflatoxinas pueden aparecer en productos lacteos, fundamentalmente queso, por
contaminacion directa de los mismos con hongos aflatoxigénicos, aunque también
es posible encontrar en ocasiones trazas de la AF B, en leche y otros productos al
ser excretada sin haber sufrido transformacién metabdlica [Blanco y col.,1989a; Van

Egmond, 19892, 1991].

V. 1. 1. 2. Preparacion de los patrones y sistemas de contaminacién de los

substratos

Las soluciones patrén de cada aflatoxina utilizadas para la preparacién del
resto de soluciones de trabajo se han elaborado en triclorometano por tratarse del
solvente mds adecuado para la aplicacion de técnicas de CCF. Asimismo, se trata
de un solvente ampliamente utilizado en los estudios con aflatoxinas, ya que estas

sustancias en solucion de triclorometano se mantienen estables durante largo
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tiempo [Gauch y col., 1979; Tripet v col., 1981a; Chang y de Vries, 1983; Tyczkowska y col., 1984;
Serralheiro y Quinta, 1985; Kamimura y col,, 1985]. Las soluciones patrén se calibraban
mediante espectrofotometria, siguiendo el método oficial de la AOAC Scott, 1990a],
pues estd comprobado que estas soluciones pueden constituir una fuente de error

en los estudios sobre técnicas analiticas [Horwitz, 1984].

En el presente trabajo se ha dado gran importancia al efecto de la forma de
contaminacién de las muestras en la efectividad de la técnica en estudio. Este es
un factor que ha sido tratado en varios trabajos sobre la estabilidad de las
aflatoxinas durante la elaboracidn y conservacién de los productos lacteos,
obteniéndose en algunos casos resultados diferentes en funcién de la forma de
contaminacién empleada [Kiermeier y Mashaley, 1977; Wiseman y Marth, 1983a; Yousef y Marth,
1989; Blanco y col., 1989a). En cambio, en la mayoria de los estudios sobre el desarrollo
de técnicas analiticas a partir de muestras contaminadas artificialmente, la forma
de contaminacién no ha recibido atencién especial, empledndose normalmente
soluciones de aflatoxinas en solventes orgénicos, sobre todo triclorometano [Gauch
y col.,, 1979; Tripet y cél., 1981a; Chang y de Vries, 1983, la mezcla benceno+acetonitrilo
[Stubblefield, 1979] o acetonitrilo+agua [Cohen y col, 1984]. No obstante, en algunos
trabajos se ha procedido a la contaminacién de productos lacteos con soluciones
acuosas [Megalla y Hafez, 1982] y en estudios realizados en nuestro laboratorio se ha
empleado solucion de bicarbonato sodico para la contaminacion de leche destinada
a la elaboracién posterior de yogur y queso [Blanco y col., 1988a, 1993]. Ademads, hay
autores que emplean la contaminacioén con soluciones de aflatoxinas en solventes
organicos directamente en los extractos finales obtenidos tras la extraccion y

purificacion [Howell y Taylor, 1981].

El sistema de contaminacién empleado en este trabajo ha sido diferente en
el caso de los alimentos liquidos y sélidos. En este sentido, la contaminacién de la
leche en polvo y del queso se ha efectuado con soluciones de las aflatoxinas en
triclorometano, mientras que en el caso de la leche y el yogur la mayoria de las
pruebas se han realizado utilizando para la contaminacién una solucién acuosa de

las aflatoxinas.
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Como ya hemos sefialado anteriormente, las primeras pruebas se llevaron
a cabo empleando la leche como substrato. La eleccidon de leche entera esterilizada
UHT se basé en su prolongado periodo de conservacion ya que todos los estudios
iniciales se realizaron con leche procedente de un mismo lote. Asimismo, la
posibilidad de conservar en refrigeracion el producto una vez abierto durante al
menos tres dias hacia posible su empleo en analisis sucesivos con la garantia de no
haber sufrido alteraciones. La contaminacion se llevé a cabo con una solucién
acuosa de las aflatoxinas, de forma que no se produjeran interferencias en los
resultados de la DD motivadas por la presencia de solventes orgénicos en la leche,
aun en pequerias cantidades. La eleccién del medio de cultivo de hongos AM [Adye
y Mateles, 1964] para solubilizar las aflatoxinas se ha basado en estudios desarrollados
en nuestro laboratorio en los que se ha comprobado la estabilidad en congelacion
de las aflatoxinas solubilizadas en este medio, a valores de pH entre 3'5 y 6’5 (su
valor de pH normal es 4'5), al menos durante un mes [Liria, 1992]. En estos estudios
también se comprob6é que la capacidad del medio AM para solubilizar las
aflatoxinas G, y B, adsorbidas al vidrio no es muy elevada; no obstante, dado que
en nuestro trabajo la concentracion necesaria de aflatoxinas en la solucién acuosa
era muy reducida, no exist{a ningtin problema para conseguir la solubilizacién de
estas toxinas empleando este método. En las investigaciones realizadas por Liria,
no se estudié la capacidad del medio AM para la solubilizacién de la AF M,,
aunque a lo largo de la realizacion de este trabajo hemos podido comprobar que
en el caso de esta aflatoxina la capacidad de solubilizacién era ligeramente menor
a la de las aflatoxinas G,y B,. Este hecho puede coincidir con los resultados de
Rodricks [1969] sobre la adsorcion de las aflatoxinas G, y B, al vidrio, ya que este
autor encontré6 una mayor capacidad de adsorcidn para la AF G,, pudiendo
suponerse que en el caso de la AF M, este valor fuera superior dada la mayor

polaridad de la molécula.

Por otra parte, también se realizaron experiencias contaminando la leche ¢con
solucién de aflatoxinas en acetonitrilo, solvente orgénico miscible con agua, con la
finalidad de comprobar si existian diferencias en la recuperacion de las aflatoxinas

mediante la técnica de DD. Los resultados han mostrado un menor porcentaje de
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recuperacion en el caso de la contaminacién de la leche con solucién de las
aflatoxinas en acetonitrilo (10-25% segin el nivel de contaminacién), lo cual
confirma la necesidad de considerar el tipo de contaminacién como un factor que
puede influir de forma importante en los resultados de los estudios sobre técnicas

analiticas.

Una vez desarrollada la metodologia de DD para la extraccion de aflatoxinas
en leche se comprobaron los distintos pardmetros en el resto de productos lacteos
elegidos (leche en polvo, yogur y queso), con el fin de abarcar matrices solidas y

liquidas de caracteristicas distintas.

Para el desarrollo de la técnica aplicada a leche en polvo se eligié una marca
al azar, adquiriendo un envase de 1 Kg, de forma que todas las experiencias
pudieran realizarse con el mismo lote de producto. Este alimento, conservado
segun las indicaciones del fabricante, no mostré en ningiin momento signos de

alteracién ni especialmente de contaminacién de origen fungico.

La contaminacidén de la leche en polvo se realizd sobre el producto sélido
sin reconstituir mediante la adicién de un volumen de solucién de cada aflatoxina
en triclorometano, por tratarse de un solvente volatil que podia eliminarse del
substrato solido facilmente a temperatura ambiente. No obstante, para asegurar la
total eliminacion del triclorometano, se calentaron las muestras contaminadas en

un horno a 65 °C durante 15 min.

En el caso del yogur se hicieron pruebas elaborando este producto en el
laboratorio segin la metodologia empleada en los estudios de Dominguez y col.
[1987], a partir de leche contaminada con aflatoxinas, con objeto de conseguir yogur
contaminado de la manera mas similar a como se presenta de forma natural. En
este sentido, en diversos trabajos se ha demostrado que el proceso de elaboracién
del yogur no influye en la estabilidad de la AF M, [Wiseman y Marth, 1983b; Frémy y Chu,
1984; Blanco y col,, 1993], si bien los resultados para la AF G, y AF B, son contradicto-

r10s [Megalla y Hafez, 1982; Rasic y col., 1991; Blanco y col., 1993]. Por este motivo, se decidié
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realizar experiencias contaminando con las soluciones de aflatoxinas en solventes
organicos tanto la leche con la que se elaboraba el yogur en el laboratorio como el

yogur comercial.

Finalmente, la eleccidn del queso como sustrato para el desarrollo de una
técnica de DD se realiz6 teniendo en cuenta que es el producto que mas -
dificultades presenta para la extraccion de las aflatoxinas, debido a su composicién
y caracteristicas fisicas. Por otra parte, y aunque es posible encontrar pequenias
trazas de AF B, en leche y otros productos debido a contaminacion indirecta, es el
queso el derivado lacteo en el que tiene interés el andlisis de aflatoxinas distintas
a la AF M,, por tratarse del producto mds susceptible de presentar contaminacion

directa por AF Bl y AF Gl [Bullerman, 1981; Medina y col., 1984; Blanco y col., 198%a, bl.

Para el presente estudio se eligié una marca de queso manchego semicurado
de amplia distribucién, por corresponder a una variedad intermedia dentro de los
diferentes tipos de queso y encontrarse habitualmente presente en el comercio. El
producto se adquirié en cantidades no superiores a 500 g con objeto de no
mantenerlo conservado mucho tiempo por el riesgo de contaminacion fiingica que
esto suponia. Otro aspecto que ha influido en la eleccion del queso Manchego es

que se trata de una variedad de elevado consumo en nuestro pais.

La contaminacién de las muestras se realizo con solucién de aflatoxinas en
triclorometano, forma elegida para los alimentos sélidos empleados en este estudio.
Al igual que ocurria con la leche en polvo, las muestras se calentaban en un horno
a 65 °C durante 15 min, con objeto de favorecer la eliminacién de la mayor parte
del solvente (ya que en este caso se podia esperar su disolucién parcial en la grasa
del queso) y también para ablandar la muestra y facilitar su preparacién posterior.
En la mayoria de los estudios sobre la aplicacién de técnicas de andlisis de AF M,
en queso este producto ha sido elaborado a partir de leche contaminada de forma
natural o artificial [Dominguez y col., 1987; Blanco y col., 1988a; Yousef y Marth, 1989]. De esta
manera era de esperar una distribucién homogénea de la toxina en el queso

preparado, tal como sucede de forma natural. En el caso de la contaminacién
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directa por AF B, y AF G, el crecimiento de los hongos suele ocurrir en la
superficie del queso, no apareciendo las aflatoxinas distribuidas homogéneamente
en todo el producto sino limitadas a la zona de crecimiento del micelio y en un
espesor variable segun los estudios de distintos autores [Lie y Marth, 1967; Kiermeier y
Behringer, 1977; Blanco y col., 1988a). En este sentido, el método de contaminacion elegida
en nuestro estudio se aproxima méas a lo que sucede con las aflatoxinas G, y B,
aungue la forma de contaminacién se ha basado en los objetivos propuestos, es
decir, comprobar la posibilidad de la aplicacién de una técnica de DD para la
extraccion de aflatoxinas en queso. Por este motivo, los resultados, fundamental-
mente para la AF M,, podrian variar ligeramente al aplicar la técnica en quesos
elaborados con leche contaminada de forma natural, donde ademas un factor que
influye en la recuperacién de la toxina es la unién a las caseinas de la leche

[Stubblefield y Shannon, 1974; Brackett y Marth, 1982a].

V. 1, 1. 3. Eleccion de 1a membrana de dialisis

El tipo de membrana se ha seleccionado en funcién de la técnica de DD y
conforme a las investigaciones preliminares realizadas en nuestro laboratorio (datos
no publicados). Debido a que la DD ha sido ideada para la extracciéon de sustancias
de bajo peso molecular, se ha elegido una membrana semipermeable con un
tamafio de poro aproximado de 10.000 Da, de forma que la mayoria de compuestos
de alto peso molecular quedaran retenidos en la fase acuosa. Entre los tipos
disponibles se ha seleccionade una membrana de celulosa regenerada muy

resistente a la accion de los solventes orgénicos.

V. 1. 1. 4. Eleccion del solvente de extraccion

La eleccion del triclorometano como solvente de extraccion en el desarrollo
de las distintas técnicas de DD presentadas en este trabajo se debe a que se trata
de uno de los solvente mds utilizados en las metodologias de andlisis de

aflatoxinas en productos lacteos [Purchase y Steyn, 1967; Tuinstra y Bronsgeest, 1975;
Stubblefield, 1979; Fukayama y col., 1980; Tripet y col., 1981a; Chang y de Vries, 1983, Dominguez y col.,
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1987], habiéndose comprobado su eficacia para la extraccién de estas sustancias y
fundamentalmente de la AF M, [Van Egmond y Wagstaffe, 1986]. Las pruebas prelimina-
res realizadas con este solvente mostraron resultados mas satisfactorios que con el
empleo de otros compuestos 0 sus mezclas -acetonitrilo, acetona y mezclas de

triclorometano con acetona o metanol- (datos no publicados).

No obstante, también se ensay¢ el empleo de acetato de etilo como solvente
de extraccién con la finalidad de comprobar su rendimiento en una posible técnica
de multiextraccion de micotoxinas ya que se trata del solvente de eleccién para la
extraccion de patulina y ocratoxina A mediante la técnica de DD [Dominguez y col.,

1992; Prieta y col., 1992, 1993].

Una ventaja del empleo del triclorometano como solvente de extraccién es
que se trata de un compuesto compatible para la deteccién y cuantificacién
posterior mediante CCFAE. Con ello se evita la concentracién a sequedad de los
extractos para su redisolucién en otro solvente mas adecuado, con las posibles
pérdidas por adsorcién al vidrio o formacién de residuos insolubles que ésto
conlleva. Este problema se ha presentado durante el desarrollo de la técnica de DD
para el andlisis de patulina, produciéndose pérdidas entre un 6 y un 13% [Prieta,
1993].

V. 1. 1. 5. Eleccién del sistema de deteccion por CCFAE

La eleccién de la técnica para la separacién y deteccion de las aflatoxinas
presentes en los extractos ha estado condicionada por el equipamiento de que
disponia nuestro laboratorio. No obstante, las técnicas de CCF presentan una serie
de ventajas -sencillez, rapidez y economia- que las hacian adecuadas para los
objetivos establecidos. Ademds, en el caso de las sustancias fluorescentes como las
aflatoxinas, la sensibilidad que se alcanza con las técnicas de CCF es similar a la

obtenida mediante CL [Shotweli, 1986].

La eleccién de un sistema de CCFAE se ha debido a su mayor poder de
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resolucién con respecto a la CCF convencional. La CCFAE se caracteriza por la
utilizacién de cromatoplacas mas pequefias, elaboradas con particulas de gel de
silice de menor tamano y dispuestas de forma mdas compacta que en las
cromatoplacas normales. De esta forma se consigue una mayor resolucién al
separarse mejor las sustancias entre si y emitir una fluorescencia mas intensa

{Shotwell, 1985].

Una vez decidido el empleo de la CCFAE se hicieron ensayos con camaras
de desarrollo horizontal y vertical con objeto de elegir el sistema de desarrollo mas
adecuado, consiguiéndose los mejores resultados con el sistema vertical. Aunque
las ventajas del sistema horizontal eran la mayor rapidez del desarrollo y el empleo
de volimenes muy reducidos de solvente no se conseguia la resolucién adecuada,

debido quiza al poco tiempo en el que se completaba el desarrolio con este sistema.

Otro factor cromatografico estudiado, ya que influye de forma decisiva en
la emisidn de fluorescencia por las aflatoxinas retenidas en el soporte de gel de
silice, es la naturaleza de la fase mévil utilizada [Blanc, 1979]. En las experiencias
preliminares se emplearon mezclas de solventes orgédnicos recomendadas por
diversos autores {Jacquet y col.,, 1971; Gimeno, 1979; Dominguez y col., 1987; Scott, 1990a]. Las
mezclas triclorometano/acetona (176/24) y triclorometano/acetona/isopropanol
(170/20/10) no han servido para separar las tres aflatoxinas de forma adecuada en
ninguno de los casos. La eleccion de la mezcla triclorometano/metanol en distintas
proporciones, a pesar de no ser un solvente muy utilizado en las técnicas de CCF
desarrolladas para productos lacteos, se ha debido a que algunos autores han
comprobado la eficacia del metanol en proporciones bajas para incrementar la
fluorescencia de las aflatoxinas [Blanc, 1979; Chang-Yen y col., 1984]. Concretamente, Blanc
[1979] propone como solvente de desarrollo la mezcla diclorometano/metanol
(95'5/0’5) para la separacién de las aflatoxinas B, y G,, siendo recomendable
aumentar la proporcion de metanol hasta un 5% en el caso de la AF M,, al tratarse
de una sustancia mas polar. En nuestro trabajo hemos podido comprobar que con
la mezcla triclorometano/metanol (95/5) se conseguia la separacion de las tres

aflatoxinas del resto de sustancias, ademas de favorecerse la deteccion de la AF M,,
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cuya intensidad de fluorescencia con las otras mezclas empleadas era considerable-
mente menor. La eleccién de la mezcla en la proporcién 95/5 se ha basado en los
estudios de Jacquet y col. (1971] sobre la influencia de distintas fases méviles en la
separacién de las aflatoxinas M,, G, y B, de otras sustancias fluorescentes en
diferentes alimentos. El inico caso en el que ha sido preciso realizar modificaciones
del solvente de desarrollo ha sido en el queso, donde la presencia de sustancias
interfirientes era mayor. No obstante, al aumentar la proporcién de metanol (90/10

en lugar de 95/5) se consigui6 la resolucion adecuada.

Asimismo, y a pesar de que en la mayorfa de los trabajos consultados la
longitud de onda empleada para la excitaciéon de las aflatoxinas es de 366 nm
[Gauch y col., 1979; Tripet y col., 1981a; Mortimer y col., 1987; Dominguez y col., 1987], en nuestro
caso y tras realizar numerosas determinaciones a distintas longitudes de onda
variando las caracteristicas de sensibilidad del densitémetro, los mejores resultados

para las tres aflatoxinas se han obtenido realizando las lecturas a 350 nm.

V. 1. 1. 6. Observaciones generales sobre el método

A constinuacién se revisan algunas consideraciones relacionadas con la

metodologia utilizada:

- Los resultados de experiencias preliminares para comprobar la influencia
del tamafo de los matraces en la eficacia de la DD demostraron que no habia
diferencias significativas entre el empleo de recipientes de 500 6 1000 ml,
recuperdndose menor cantidad de aflatoxina al utilizar matraces de menor
capacidad (datos no publicados). Esto puede deberse a que en recipientes pequerios
las membranas adquieren pliegues que favorecen la aparicién de compartimentos
no comunicados, los cuales pueden disminuir el rendimiento del proceso. Por otro
lado, en estos recipientes no se consigue una agitacion adecuada y se pierde mucha
superficie de intercambio al tener que replegarse la membrana. Por estos motivos
se decidid emplear matraces de 1000 ml (salvo para la técnica de mini-DD) ya que

de esta forma la disposicién de la membrana con relacién a la muestra era mas

Discusion 182



adecuada.

- Durante la fase de extraccidon mediante DD pasaban al interior de la
membrana pequeiias cantidades de matriz acuosa. Este volumen aumentaba al
incrementarse el tiempo y la temperatura de extraccidn, aunque en las condiciones
extremas analizadas (45 °C 6 18 horas) lo que se originaba era una pérdida
significativa del solvente orgéanico, que pasaba a la fase acuosa, no detectdndose
ésta en el interior de las membranas. Debido a la naturaleza volatil del solvente
utilizado no ha sido posible establecer una relacién de las pérdidas de solvente con
los pardmetros estudiados, ya que los volimenes de solvente extraidos del tubo de
didlisis variaban ligeramente en cada experiencia. No obstante, en algunas de las

extracciones de 18 horas la reduccion del volumen de solvente llegé a ser del 30%.

- Debido a la posible pérdida originada por la adsorcién de las aflatoxinas
al vidrio [Rodricks, 1969; Liria, 1992], todos los materiales (matraces para rotavapor,
matraces Erlenmeyer y embudos de decantacién) empleados en el procesado
posterior a la DD se lavaban con una cantidad adicional de triclorometano que se

afiadia después al extracto, con el fin de recuperar las aflatoxinas retenidas.

- En algunas experiencias tuvimos ocasién de comprobar que la deteccién
de las aflatoxinas presentes en los extractos, sobre todo de queso y yogur, se
dificultaba considerablemente cuando esta fase del proceso se retrasaba més de un
dia. En estos casos aparecia un mayor mimero de sustancias interfirientes en las
cromatoplacas, lo que indicaba la degradacién de algunos de los compuestos
presentes en los extractos. Por esta causa, la deteccién se llevaba a cabo el mismo

dia 0 a lo sumo al dfa siguiente de la extraccion.

- Por tltimo, hemos comentado con anterioridad que una de las manipula-
ciones en las que puede originarse una pérdida mayor de los analitos es en la
concentracion a sequedad de los extractos. En nuestro caso, este procedimiento no
era necesario ya que los extractos se encontraban en el solvente adecuado para

realizar la separacién cromatografica. La utilizacién de tubos de centrifuga
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graduados de 100 en 100 ul y la posibilidad de controlar la concentracién de los
extractos con el sistema empleado, hacia posible ajustar los voliimenes finales de
torma que si era preciso se tuviera que afladir triclorometano sin llegar a la

concentracién a sequedad.

V. 1. 2. Influencia de los parimetros de la DD en los resultados

V. 1. 2. 1. Influencia de la naturaleza del solvente y su disposicion

respecto al tubo de didlisis

Una de las condiciones basicas para la realizacién de la técnica de DD es
que los analitos tengan mayor solubilidad en el solvente organico que en la fase
acuosa [Dominguez y col,1991, 1992]. En este sentido, un factor importante en el
rendimiento de la técnica es la disposicién de la muestra y el solvente con respecto
al tubo de dialisis. Las pruebas preliminares realizadas en nuestro laboratorio han
indicado la conveniencia de situar el solvente orgénico en el interior del tubo de
didlisis ya que de esta forma se conseguian porcentajes de recuperacién més
elevados (datos no publicados). La causa podria estar relacionada con las menores
pérdidas de solvente orgadnico debidas a la evaporacidn, sobre todo en el caso de
solventes volatiles como el triclorometano. Por otra parte, la disposicion de la
muestra en el exterior facilitaria el intercambio de las sustancias de interés de la

fase acuosa a la orgédnica mediante la agitacién {Dominguez v col., 1991, 1992).

La disposicién del solvente en el interior del tubo de dialisis ha demostrado
ser la méas adecuada en todas las aplicaciones de la DD desarrolladas hasta el
momento en nuestro laboratorio, independientemente del tipo de analito, muestra
o solvente organico utilizado [Dominguez y col., 1992; Cimara y col., 1992; Prieta y col., 1992,

1993; Bayo y col., 1993].
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V. 1. 2. 2. Influencia de la temperatura de extraccion

La temperatura de extraccion ejerce una gran influencia en el rendimiento
de la DD para la extraccion de las tres aflatoxinas estudiadas y en todos los
productos lacteos empleados. La temperatura 6ptima para la extraccién ha sido de
37 °C, recuperdndose menor cantidad de aflatoxina a temperaturas inferiores y
superiores. Esta temperatura ha demostrado ser también la 6ptima para la
extracciéon de clembuterol [Camara y col, 1992] y antraceno [inédito], pero no asi de
otros analitos estudiados. Por ejempio, para la ocratoxina A [inédito] y el cloranfeni-
col [Bayo y col., 1993] la temperatura dptima de realizacién de la DD es de 20 °C,
mientras que en el caso de la avermectina las pruebas realizadas han demostrado
el mejor rendimiento del proceso de DD cuando las extracciones se llevaban a cabo
a 60 °C [inédito]. Por dltimo, la temperatura no ejerce ninguna influencia en la
extraccién de la patulina mediante DD, por lo que las extracciones pueden

realizarse a temperatura ambiente (20-25 °C) [Prieta y col.,1992, 1993; Prieta, 1993},

En el caso de la extraccién de aflatoxinas de productos lacteos, la disminu-
cién de los porcentajes de recuperacién al emplear 45 °C puede deberse a las
pérdidas del solvente orgdnico por evaporacién y por transferencia de un mayor
volumen de éste a la fase acuosa, favorecido quizd por la dilatacién de los poros

de la membrana de diélisis.

El menor rendimiento de la DD a bajas temperaturas podria estar
ocasionado por la influencia de la temperatura en la solubilizacién de las sustancias
y en las uniones de las aflatoxinas a algunos compuestos presentes en los

productos ldcteos [Brackett y Marth, 1982a; Yousef y Marth, 1989].
V. 1. 2. 3. Influencia del tiempo de extraccién
Al igual que sucede con la temperatura de extraccion, la duracién de la

didlisis es un factor esencial en el rendimiento de todo este tipo de procesos,

apareciendo resultados variables en funcién de los distintos analitos y matrices
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utilizadas [Dominguez y col., 1991, 1992].

En general, la eficacia de la DD aumenta conforme lo hace el tiempo de
extraccién hasta llegar a una situacidn de estabilidad y empezar a decrecer si se

prolonga la duracion del proceso [Dominguez y col., 1991, 1992].

En la mayoria de las sustancias para las que se han desarrollado técnicas de
DD es suficiente un tiempo de cinco horas para obtener el méximo rendimiento
[Dominguez y col., 1992). No obstante, en el caso de la extraccion de aflatoxinas a partir
de queso es necesario llevar a cabo la DD durante 18 horas para lograr porcentajes
de recuperacién aceptables. Esto puede deberse a la mayor complejidad de la
muestra en cuanto a su composicién. En este sentido, la mayor concentracidon de
lipidos y proteinas del queso dificulta la extraccion de las aflatoxinas, formandose
precipitados protéicos y micelas lipidicas que contribuyen también a la reduccién
en la eficacia de la DD en este producto. La influencia de la complejidad de la
muestra en la necesidad de ampliar el periodo de DD para obtener buenos
rendimientos tiene su contrapartida en la extraccién de hidrocarburos poliaromdti-
cos en muestras de agua. En este caso se han conseguido porcentajes de recupera-
cién de antraceno superiores al 90% con un periodo de DD de sélo una hora

[inédito].

Hay que tener en cuenta sin embargo que, aunque la duraciéon del proceso
de DD es el principal factor que condiciona el tiempo total del analisis, la
ocupacion real de tiempo de los técnicos para completarlo no supera la hora y
media aproximadamente. Por otro lado, desde el punto de vista de la organizacién
del trabajo de laboratorio las extracciones de 5 6 18 horas son igualmente
convenientes, ya que en el primer caso es posible dar el resultado el mismo dia,
mientras que en el segundo caso, al dejar transcurrir la DD durante la noche, es

posible realizar el resto de las fases del anélisis a la mafiana siguiente.
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V. 1. 2. 4. Influencia del valor de pH de la muestra

La influencia del valor de pH de la muestra en el rendimiento de la DD sélo
ha sido estudiada directamente en el caso de la leche. Los resultados obtenidos han
demostrado que el valor de pH normal del producto (6'5-6'7) era el mas adecuado,

lo cual ha contribuido a simplificar atin més la técnica.

En general, en los estudios realizados modificando el valor de pH de la
leche los porcentajes de recuperacion han sido mds altos a valores de pH acidos
lo que puede explicarse por la menor solubilidad de las aflatoxinas en este tipo de
soluciones, propiedad demostrada por numerosos autores y aplicada en algunas
técnicas analiticas [Gimeno, 1979; Diaz, 1990). En el caso de la DD, este hecho
favoreceria la mayor solubilizacion de estas toxinas en la fase orgédnica. No
obstante, los porcentajes de recuperacion globales obtenidos a valores de pH acidos
pueden deberse a la precipitacion de las aflatoxinas (fundamentalemente de la
AF M,) unidas a las caseinas de la leche, como ya comprobaran varios autores
[Brackett y Marth, 1982a; Yousef y Marth, 1989]. Por su parte, los resultados obtenidos en
condiciones de ligera alcalinidad se corresponden con la mayor solubilidad de las
aflatoxinas en soluciones alcalinas (Pohland y col., 1968; Pons y Goldblatt, 1969; Diaz, 1990],
lo que dificultaria su extraccidn mediante DD. Asimismo, cuando se ha alcalinizado
la muestra de leche hasta alcanzar un valor de pH de 8'7 o superior, no ha sido
posible recuperar aflatoxinas. Este hecho puede deberse a la alteracion de las
muestras de leche a esos valores de pH as{ como a la inestabilidad de las
aflatoxinas en soluciones fuertemente alcalinas, lo que constituye una de las formas

de detoxificaciéon de estas sustancias [Miiller, 1983).

En las experiencias realizadas hemos podido comprobar que el efecto del
valor de pH de ia muestra en la extraccién de las aflatoxinas mediante DD es mas
marcado para la AF M, que para las aflatoxinas G, y B,, lo que puede deberse a
la mayor polaridad de la molécula de AF M,. Asimismo, en los trabajos realizados
en nuestro laboratorio sobre la solubilidad y estabilidad de las aflatoxinas G, y B,

en diversas soluciones y valores de pH se ha comprobado que, en todos los casos,
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el comportamiento de estas dos aflatoxinas es muy similar, lo que se explica por

su semejanza estructural [Diaz, 1990; Liria, 1992].

En el resto de productos licteos estudiados no se ha investigado la
influencia del valor de pH de la muestra en el rendimniento de la DD. En el caso
de la leche en polvo, y a la vista de los resultados obtenidos para la leche, se ha
considerado como 6ptimo el valor de pH normal del producto. Por su parte, en el
desarrollo de fa DD para el yogur, dada su acidez normal, tampoco se ha
considerado oportuno variar su valor de pH. Finalmente, en el caso del queso se
ha decidido el empleo de una solucién de bicarbonato sédico al 0'3% para la
preparacién de las muestras con objeto de favorecer la solubilizacion de las
aflatoxinas del queso en la fase acuosa y evitar su precipitacién con las caseinas
[Dominguez y col., 1987]. En este sentido hay que seiialar que al ensayar el empleo de
una solucion de fosfato bisddico no se consiguié recuperar aflatoxinas, ademas de

alterarse los extractos de forma considerable.

V. 1. 2. 5. Influencia de la relacién de volumen entre la fase acuosa y

orginica

En el proceso de DD, a diferencia de lo que ocurre en las didlisis convencio-
nales, la particiéon de solutos entre las dos fases separadas por la membrana estd
condicionada por la solubilidad de los analitos en cada fase, de forma que al elegir
el solvente orginico adecuado el coeficiente de particién se desplaza hacia este
dltimo. En este sentido, si se establece una relacién de volimenes de 1:1, el paso
de solutos a la fase orgdnica es superior al 50% (valor correspondiente a una
didlisis convencional). i la relacién de voliimenes se altera a favor de la fase

organica, se incrementard el rendimiento de la DD [Dominguez y col., 1991, 1992].

Esta premisa se ha demostrado en los experimentos llevados a cabo
empleando diferentes volumenes de leche (50, 250 y 1000 ml), contaminados con
el mismo nivel de aflatoxinas y empleando 70 mi de triclorometano para la

extraccion. Bajo las condiciones teGricamente menos favorables (relacién volumétri-
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ca muestra:solvente de 1000:70, es decir, 14'3:1) el porcentaje de recuperacion de
AF M, en una extraccién de 18 horas ha sido similar al de una dialisis convencio-
nal con relacién 1:1. Para una relacién de 250:70 (3'6:1) se ha obtenido ese
porcentaje a las ocho horas, siendo precisas s6lo dos horas en el caso de la relacion
50:70 (0’7:1), Gnica en la que el volumen de solvente organico superaba al de la
fase acuosa. La cantidad de AF M, recuperada con una relacién 3'6:1 ha sido
aproximadamente un 14% mayor a la recuperacion con la relacion 14'3:1, en todos
los periodos de tiempo ensayados. Por su parte, en el caso de la relaciéon 07:1 se
ha obtenido aproximadamente un 30% mas de AF M, que con la relacién 3'6:1,
salvo en los periodos de tres y cinco horas, donde la diferencia ha sido de un 50%.
Para las aflatoxinas G, y B, las diferencias en la recuperacion al emplear las
relaciones 14'3:1 y 3'6:1 han sido muy escasas, apareciendo un incremento notable
en la recuperacion al emplear la relacion favorable al solvente organico. Este hecho
podria explicarse por el menor rendimiento de la DD para la extraccidon de las

aflatoxinas menos polares observado en todos los casos.

El efecto de la relacién volumétrica entre muestra:solvente también ha
podido apreciarse en el desarrollo de la DD para la extraccién de aflatoxinas en
queso. En este producto se ha detectado una disminucién en la eficacia de la
técnica de DD explicado en parte, como ya se ha mencionado, por la complejidad
de la muestra pero también por la alteracién en la relacién muestra:solvente que

se produce al afiadir la solucién de preparacién (70 ml).

V. 2. TECNICA DE DD APLICADA A LA LECHE CON DETECCION
POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

V. 2. 1. Analisis de AF M,
La técnica propuesta se caracteriza por obtener un porcentaje de recupera-

cién del 96% para un nivel de contaminacién de 0°05 pg/1, un limite de determina-

cion entre 0°01 y 0’02 pg/l y un limite de deteccién de 0'002 pg/|.
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En la mayoria de las experiencias realizadas empleando distintos niveles de
contaminacién en el estudio del rendimiento de la DD, hemos podido constatar
que se producia una disminucién en los porcentajes de recuperaciéon obtenidos al
incrementarse el nivel de contaminacién. Esto podria explicarse en parte por la
unién de la aflatoxina a las caseinas de la leche, ya que como sugirieron Brackett
y Marth, las uniones podrian reforzarse en el caso de aparecer mayores concentra-

ciones de toxina [Brackett y Marth, 1982al.

Desde el descubrimiento de la AF M, se han desarrollado numerosas
técnicas para el andlisis de esta sustancia en productos lacteos basadas en la
deteccion posterior por CCF. Las primeras metodologias tenfan como fases
comunes la extraccion con diversos solventes orgénicos, la desproteinizacién y
eliminacién de lipidos de los extractos y la extraccién final de la aflatoxina,
principalmente con triclorometano. En algunos métodos era necesario realizar
procedimientos de purificacién basados en técnicas de reparto con solventes
organicos o extraccién en fase sélida a partir de columnas con matrices diversas.
Estas metodologias requerian el empleo de grandes voltiimenes de solventes, eran
lentas y laboriosas y el limite de determinaciéon® mas bajo era de 0’1 pg/!
[Stubblefield y Van Egmond,1989]. Este mismo limite se consigue con una de las técnicas
reconocidas hasta el momento como método oficial de la AOAC, propuesta por
Stubblefield [1979] y que se caracteriza por una reduccién sustancial en el tiempo
de los anédlisis. Segtin este autor, la técnica permite el analisis de seis muestras en

menos de 2’5 horas.

Posteriormente, con el desarrollo de nuevas metodologias para la extraccion,
purificacién y deteccion de la AF M,, se ha logrado reducir sustancialmente el
limite de determinacién de esta toxina en leche. Las mejoras mds importantes
proceden del empleo de sistemas comerciales en forma de cartuchos, que se
utilizan en las fases de extraccién y purificacidn, asi como del empleo de las

técnicas de CL para la separacion y deteccion de las aflatoxinas [Stubblefield y Van

ta) Dada la diferencia entre los concepios de limite de deteccion y limite de d etermninacidn aplicados en este trabajo, se ha supuesto que las cantidad s minimas de aflatoxina
detectadas por otros autores en sus écmicas analiticas y referidos en ellas como limite de deteccion correspondian realmente al concepte de limite de determinacidn. Por
este metive [as comparaciones entre las distintas técnicas aparecen referidas asi en el texto.
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Egmond,1989; Van Egmond, 1991}.

La técnica de DD propuesta en este trabajo consigue un limite de determina-
cién comparable o inferior al de la mayoria de las técnicas basadas en la deteccién
por CCF. Numerosas de estas metodologias presentan un limite de determinacién
de 0’1 ug/1: la técnica de Stubblefield (1979]; la metodologia de Fukayama {1980], que
se caracteriza por la extraccién mediante el uso de una columna comercial
elaborada con tierra de diatomeas; la técnica de Jacobson y col. [1971] cuya
extraccion se basa en el emplec de una mezcla metanol+agua; la metodologia de
Pons y col. [1973] cuya técnica incluye la extraccién con solventes y el empleo de
una columna de celulosa y una de las variantes de la técnica de Dominguez y col.
[1987] que se basa en la extraccidn de las aflatoxinas mediante el empleo de una
solucioén alcalina de bicarbonato sédico. Este limite se reduce a 0’02 ug/l en la otra
variante de la mencionada técnica, en la que se afiade un paso de purificacioén con
columna de gel de silice. En la técnica de Schuller y col. [1973], que emplea la
extraccién a partir de una columna de Celite® se consigue un limite de determina-
cién de 0'05 pg/1, mientras que en la metodologia de Tuinstra y Bronsgeest [1975],
basada en el empleo para la extraccién de columnas de gel de silice, el limite se

sitia en 0'04 pg/1.

Con respecto a las técnicas de CCF cuyo limite de determinacién es inferior
al de la técnica de DD cabe destacar la metodologia de Tripet y col. [1981a] basada
en la extraccién con una mezcla agua+acetona (1+3), precipitacion de las proteinas
y fosfolipidos con una sal de plomo, delipidacién de la solucion mediante adicién
de hexano y extraccion final de la AF M, con triclorometano. Esta técnica tiene un
limite de determinaciébn de 0°005 pg/l. El mismo limite se alcanza con la
metodologia de Lafont y col. [1981], que se fundamenta en la extracciéon de las
aflatoxinas con diversos solventes orgdnicos y en el paso posterior a través de una
columna de aliimina bésica. Ambas técnicas tienen, sin embargo, la desventaja de!
elevado nimero de pasos y el gasto considerable en material y reactivos. Por otra
parte, la técnica propuesta por Gauch y col. [1979] es bastante mds simple y su

limite de determinacion es de 0°005 ug/1. Este método se basa en la precipitacion
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de las proteinas de la leche con 4cido clorhidrico concentrado y dilucién posterior
con metanol. La mezcla se calienta y se filtra, depositando el filtrado directamente
en una columna Extrelut® donde se realiza la elucién con una mezcla de
diclorometano+tolueno. El extracto finalmente se lava con una solucién de
hidréxido sédico y acido clorhidrico. La deteccién se realiza por CCF bidimensio-
nal. Finalmente, otra técnica con un limite de determinacién muy bajo (0’001 pg/1)
es el procedimiento de Bijl y Van Pethegem [1985], que estd basado en la combina-
cidn de un cartucho Sep Pak® C,; para la extraccion y un cartucho Sep Pak® de
gel de silice para la purificacion de los extractos. La deteccion de realiza por CCF

bidimensional.

Igualmente, la metodologia de DD propuesta presenta un limite de
determinacién més bajo que el de varias técnicas basadas en CL para la separacion
y deteccién de la aflatoxina. Asi por ejemplo, en la técnica de Cohen y col. [1984],
que se fundamenta en la extraccion con una mezcla de acetonitrilo+agua y en la
purificacién posterior con cartuchos Sep Pak® C,; y Sep Pak® de gel de silice, se
consigue un limite de 008 pg/l. En la técnica de Tyczkowska y col. [1984],
modificacién del método de la AOAC en el que se sustituye la columna de celulosa
por un cartucho Sep Pak® de gel de silice y la deteccién mediante CCF por un
sistema de CL, se logra detectar 0’1 pg/l de AF M,. Asimismo, la técnica de DD
es comparable a la propuesta por Chang y de Vries en 1983, que modifica el
metodo oficial de la AOAC incorporando una extraccion con una solucién salina
saturada y triclorometano y una técnica de purificacion mediante reparto en
solventes organicos (éter de petrdleo y acetonitrilo), para sustituir la utilizacién de
columnas cromatograficas. El limite de determinacién obtenido mediante esta

técnica es de 0014 npg/l.

Finalmente, en comparacién con dos técnicas desarrolladas recientemente
para el analisis de AF M, en leche y que se caracterizan por el empleo de distintos
procedimientos de didlisis para el tratamiento de las muestras y deteccién por CL,
los resuitados son los siguientes. En primer lugar, el método de DD consigue un

limite de determinacién més bajo que la técnica de Tuinstra y col. {1989, 1990] en la
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que se emplea un dializador automético acoplado a un sistema de concentracién
de residuos y al equipo de CL. Este limite corresponde a 0’05 ng/1. La técnica de
Tuinstra presenta la ventaja de la automatizacién del proceso, pudiendo analizarse
hasta 120 muestras por dia. No obstante, el coste de material es elevado y pueden
producise pérdidas en la eficacia de la didlisis por la contaminacion de las
membranas, a pesar del empleo de soluciones preservadoras. Por otro lado, con
respecto a la técnica de Farjam y col. [1992] el procedimiento de DD obtiene un
limite de determinacién considerablemente mds alto. Esta técnica se basa en el
empleo de un sistema de dialisis automatico para la preparacion de las muestras
con vistas al empleo de columnas de inmunoafinidad para la separacion de la
AF M,. Debido a la alta sensibilidad del sistema y a la especificidad de las
columnas para fijar s6lo la AF M, se consigue eliminar la mayoria de las sustancias
interfirientes, lograndose detectar hasta 0'001 pg/1, a pesar de que el porcentaje de
recuperacion no supere el 6%. Esta técnica tiene como desventaja el coste de los

equipos y su mantenimiento.

En general, la técnica de DD descrita en este trabajo presenta varias ventajas
con respecto al resto de las técnicas descritas. La primera de ellas es que las
muestras de leche no requieren ningtin tipo de preparacion ya que es la membrana
de didlisis la que se encarga de la separacién de las aflatoxinas de otras sustancias
interfirientes de alto peso molecular, como lipidos o proteinas. Esto hace que en
realidad se trate de un sistema de extraccién y purificacién combinado, de forma
que no se requiere ningln procedimiento de purificacién posterior, pudiendo
aplicarse el extracto directamente en la deteccion tras ser deshidratado y
concentrado. En segundo lugar, la combinacién de la técnica de DD con la
metodologia de CCFAE monodimensional desarrollada permite la separacién,
deteccion y cuantificacién de la AF M, en un corto espacio de tiempo. En general,
la técnica de DD es mds simple y més econémica que el resto de técnicas descritas,
puesto que el gasto de material y reactivos es muy reducido. Por otra parte, se
trata de una metodologia rdpida, puesto que el tiempo total empleado en el analisis
(sin incluir el periodo de DD) no supera las dos horas para un total de seis a ocho

muestras.
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Un aspecto practico importante de los resultados sobre el desarrollo de
técnicas de analisis de compuestos téxicos es su aplicabilidad en funcién de las
normas establecidas por los diferentes paises sobre los contenidos méximos
permitidos de este tipo de compuestos. En el caso de la presencia de AF M, en
leche liquida no destinada a la alimentacién infantil, la técnica de DD serfa
aplicable en la totalidad de los paises que cuentan con cantidades minimas
permitidas. No obstante, [a DD no serfa aplicable en el andlisis de leche destinada
a alimentos infantiles en Austria, Suiza y la Repiblica Federal de Alemania, donde

el contenido maximo de AF M, permitido es de 0'01 ng/l [Van Egmond,1989a, bl.

V. 2. 2. Andlisis de AF G, y AF B,

La técnica descrita en este trabajo presenta un porcentaje de recuperacion
del 72% para la AF G, y un 64% para la AF B, a un nivel de contaminacién de
0°05 pg/l, el limite de determinacién para las dos aflatoxinas oscila entre 0’01 y
0'02 ng/ly el limite de deteccién es de 00053 ng/1 (AF G,) y 0°0040 ng/l (AF B,).

Los resultados han indicado que la técnica de DD es menos eficaz para la
extraccién de la AF B, en todas las condiciones ensayadas. El 1nico factor que ha
demostrado ser ttil para incrementar la recuperacion de la toxina mediante esta
técnica ha sido el empleo de acetato de etilo como solvente de extraccion. Esto
podria deberse a la menor polaridad del solvente, que lo haria més eficaz en la

recuperacién de aflatoxinas menos polares.

Con respecto a otras técnicas analiticas, hemos seflalado con anterioridad
que son pocas las metodologias desarrolladas para el andlisis de aflatoxinas
distintas de la AF M, en leche, debido a que la contaminacién por otras aflatoxinas
no es relevante. No obstante, aigunas de las técnicas descritas tienen aplicacién en
el andlisis, fundamentalmente de la AF B,, sobre todo en el caso de métodos para
distintos productos lacteos. Asi por ejemplo, las dos variantes de la técnica de
Dominguez y col. [1987] pueden aplicarse al andlisis de AF B,, obteniendo un limite

de determinacién de 0'02 pg/1 y un porcentaje de recuperacion superior al 90%.
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El método de Jacobson y col. [1971] también puede ser utilizado para el analisis de

AF B, en leche y su limite de determinacion es de 0’1 ng/I1.

En relacion a las normas legislativas, tan solo en Argentina se especifica el
contenido en otras aflatoxinas distintas a la AF M, en productos lacteos, siendo el
nivel maximo permitido de 0’5 pug/l para la suma de las aflatoxinas M,, B,, B,, G,
y G,, nivel detectable mediante DD. Por otro lado, en Suiza, la legislacion sobre
leche destinada a alimentos infantiles establece un maximo de 001 pg/l para la
suma de la AF M, y la AF B,. Teniendo en cuenta el bajo nivel permitido y que la
concentracion de AF B, en leche es, caso de aparecer, considerablemente menor a
la de AF M,, la sensibilidad de los métodos de andlisis tendria que ser en este caso

muy elevada [van Egmond, 198Ya, b].

V. 3. TECNICA DE DD APLICADA A LA LECHE EN POLVO CON
DETECCION POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

V. 3. 1. Anadlisis de AF M,

La técnica descrita presenta un porcentaje de recuperacién del 83% para un
nivel de contaminacién de 0’5 pg/Kg, un limite de determinacién situado entre 0'3

y 0’4 pg/Kg y un limite de deteccién de 00280 pg/Kg.

Las puebas realizadas para comprobar el efecto de la cantidad de leche en
polvo més adecuada para la preparacion de la muestra han demostrado que la
cantidad recomendada por el fabricante para el volumen de agua utilizado (50 ml)
era la mas satisfactoria. Esto podria explicarse por la dificultad en la solubilizacién
de cantidades mayores de leche en polvo, lo que impediria la recuperacién de las
aflatoxinas. La importancia de una correcta solubilizacién de todas las particulas
de leche en polvo en la eficacia de recuperacion de cualquier método analitico ya
ha sido descrita por Van Egmond y Wagstaffe {1986] en un trabajo sobre el empleo
de materiales de referencia para la validacién de técnicas analiticas. En este trabajo

se recomienda asimismo que el volumen de agua empleado para la reconstitucién
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de la leche en polvo sea entre ocho y diez veces la cantidad de muestra utilizada,

lo que se corresponde con nuestra metodologia.

Con respecto a los parametros de realizacion de la DD se pensé en principio
que serian equivalentes a los de la técnica aplicada a leche liquida, como
efectivamente ha ocurrido. Las diferencias en cuanto al porcentaje de recuperacién
y limite de determinacion entre las dos técnicas se deben a la menor cantidad de
muestra que se emplea en el caso de la leche en poivo (6'25 g en comparacién con
50 ml de leche liquida) asi como a los problemas derivados de la solubilizacion de

la leche en polvo.

Asimismo, las diferencias observadas en los porcentajes de recuperacion al
emplear distintos niveles de contaminacién podrian deberse a las interacciones
entre los componentes de la leche en polvo y las aflatoxinas, asi como a la mayor
dificultad en la solubilizacién de cantidades mayores de las toxinas en la fase

acuosa [Yousef y Marth, 1989].

No obstante, mediante la técnica de DD es posible detectar cantidades brutas
de AF M, algo menores de 2 ng, lo que corresponderia a 0’04 ug/1 en el caso de

leche liquida.

Como se ha mencionado en la introduccion, las primeras técnicas desarrolla-
das para el andlisis de AF M, se aplicaban a leche en polvo. De entre ellas destaca
la metodologia de Purchase y Steyn [1967], elegida como primer método oficial de
la AOAC junto con la técnica de Jacobson y col. [1971]. El método de Purchase y
Steyn al igual que otros métodos iniciales era lento y laborioso, no detectando
cantidades de AF M, menores de 1 ug/Kg o incluso superiores. En estas técnicas
la extraccion se realizaba mediante el empleo de solventes orgédnicos y soluciones
acuosas y su principal problema era la formacién de emulsiones que dificultaban
la recuperacién de la aflatoxina [Stubblefield y Van Egmond, 1989). Otra metodologia
posterior basada en la extraccidn liquido-liquido es la de Serralheiro y Quinta {1985},

cuyo limite de determinacién es de 0'5 ng/Kg.
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La eficacia de las técnicas analiticas aumentd al suprimirse los procedimien-
tos de extraccién liquido-liquido y comenzar a emplearse metodologias de
extraccién en fase solida, ademds de la separacién y deteccidn mediante CL
[Shotwell, 1986; Stubblefield y Van Egmond,1989]. En este sentido la técnica de Tuinstra y
Bronsgeest [1975], modificada para la leche en polvo, alcanza un limite de
0’5 nug/Kg, la técnica de Fukayama y col. {1980} para la leche en polvo presenta un
limite de determinaciéon de 0'20 ug/Kg, la de Gauch y col. (1979} 010 pg/Kg vy la
metodologia de Bijl y van Pethegem [1985] 0’05 ng/Kg.

A la vista de los resultados, la técnica de DD puede situarse en un lugar
intermedio entre las metodologias citadas, destacando como ventajas principales
su sencillez y economia. Por otro lado, con respecto a las normativas establecidas
en los distintos paises sobre el contenido méximo permitido en AF M, para la leche
en polvo, la DD podria aplicarse en todos los paises salvo Bélgica, Holanda y Suiza
cuyos limites son 0’1 pg/Kg (Bélgica) y 0’05 ng/Kg (Holanda y Suiza). En el caso
de Francia el contenido establecido (0'2 pg/Kg) se refiere a leche en polvo

destinada a alimentos infantiles [Van Egmond, 1989, 1989b].

V. 3. 2. Anélisis de AF G, y AF B,

La técnica de DD presenta un porcentaje de recuperacién superior al 90%
(AF G,) y al 70% (AF By), un limite de determinacién entre 0’3 y 0’4 ug/Kg para
las dos aflatoxinas y un limite de deteccién de 070299 ng/Kg (AF G,) vy
0’0126 ug/Kg (AF B,).

Teniendo en cuenta que la contaminacién directa de la leche en polvo por
parte de hongos aflatoxigénicos es rara y que las cantidades de aflatoxina
derivadas de este tipo de contaminacién suelen ser considerablemente mas altas
que en el caso de la contaminacién indirecta por AF M, [Blanco v col., 1989a; Van
Egmond, 1991; Kuiper-Goodman, 1991], la técnica de DD seria adecuada para el analisis

de aflatoxinas en estos casos.
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Con relacién a la legislacion en los distintos paises, tan solo Argentina
establece 1a limitacién en el contenido de aflatoxinas distintas a la AF M; en leche
en polvo. Este limite, para las aflatoxinas M,, B,, B,, G, y G,, es de 5 nug/Kg,

cantidad perfectamente detectable mediante DD.

V. 4, TECNICA DE DD APLICADA AL YOGUR CON DETECCION
POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

V. 4. 1. Anilisis de AF M,

La técnica de DD desarrollada para este producto se caracteriza por obtener
un porcentaje medio de recuperacion del 78%, para un nivel de contaminacion de
0’045 ng/Kg, con ligeras diferencias en funcién del tipo de muestra y de la forma
de contaminacién empleada. El limite de determinacién de ia técnica oscila entre

0'010 y 0’020 pg/Kg mientras que el limite de deteccién es de 00056 ng/Kg.

Con respecto a las experiencias realizadas para comprobar el efecto de la
temperatura en el rendimiento de la DD cabe destacar que en el yogur se ha
producido el nivel minimo de recuperacion a 45 °C (22%). A esta temperatura se
incrementaba considerablemente el nimero de sustancias interfirientes en los
extractos, lo cual puede deberse en gran medida a la composicién del yogur, més
rico que la leche en sustancias de menor peso molecular. Asimismo, esta
temperatura favorece el crecimiento de la flora propia del yogur con la consiguien-
te degradacién de compuestos, ya que de hecho se trata de la temperatura utilizada

en el proceso de elaboracion de los yogures.

Un efecto similar, aunque més acusado, ocurria al prolongar el tiempo de
DD a 8 6 18 horas, no pudiendo detectarse AF M, en ninguno de los dos casos, por
la presencia de concentraciones elevadas de otras sustancias en los extractos. Esta
circunstancia se produjo tanto en las pruebas realizadas con yogur comercial
contaminado con solucién de AF M, en triclorometano, como en las experiencias

en las que se empled leche contaminada con solucién de la aflatoxina en
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acetonitrilo para la elaboracién posterior del yogur. No obstante, el mayor
porcentaje de recuperacion obtenido, en todos los tiempos estudiados, al utilizar
yogur comercial contaminado con solucién de AF M, en triclorometano puede
deberse a que una cantidad de la toxina podria encontrarse solubilizada en los
restos del triclorometano, lo que favorecerria su recuperaciéon mas rapida mediante
DD.

Con respecto a las experiencias realizadas empleando para la elaboracién del
yogur leche contaminada con solucién de AF M, en solventes organicos (tricloro-
metano y acetonitrilo), las diferencias observadas en los porcentajes de recupera-
cioén (un 10% superior en el caso de contaminar con solucién de triclorometano) no
son muy significativas. La recuperacién de AF M, en las pruebas realizadas
contaminando la leche con solucién acuosa de la toxina en medio AM ha sido
ligeramente mas alta (88% frente al 76% de la solucion de triclorometano y al 66%
de la solucién de acetonitrilo), aunque estas diferencias tampoco se consideran

excesivamente importantes.

Hay que destacar que los cromatogramas obtenidos a partir de yogur
elaborado en el laboratorio y de yogur comercial eran muy similares, por lo que
se utilizaron muestras de éste ultimo para realizar el célculo del limite de

deteccidén.

Nuestros resultados parecen indicar que el proceso de elaboracién del yogur
no afecta a la estabilidad de la AF M,, ya que se han obtenido porcentajes de
recuperacion similares al utilizar para la elaboracion del yogur leche contaminada
con AF M, (vehiculada en medioc AM o triclorometano) o yogur comercial
contaminado directamente con la aflatoxina en solucién de triclorometano. Estos
resultados coinciden con los de otros trabajos realizados en nuestro laboratorio
[Blanco y col., 1993] y con los de varios autores que estudiaron la estabilidad de las
aflatoxinas durante el procesado y almacenamiento del yogur [Wisseman y Marth,1983b;
Frémy y Chu, 1984]. No obstante, en este tipo de estudios hay que tener en cuenta

tanto la forma de preparacién de las muestras de yogur como las distintas técnicas
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analiticas empleadas, fundamentalmente en lo que se refiere a su sensibilidad,
porcentaje de recuperacién y a la eficacia en la purificacion de los extractos {Yousef
y Marth, 1989). En este sentido la técnica de DD actida como un sistema de
purificacién eficaz, no apareciendo en los cromatogramas sustancias interferentes

con la AF M, que dificulten su deteccion.

En relacién a la comparacion entre la DD y otras técnicas aplicables al
andlisis de AF M, en yogur, podemos mencionar la metodologia de Kiermeier y
Weiss (1976, basada en la extraccion mediante cloroformo y en la adicién de 4cido
sulfosalicilico con el fin de evitar la formacién de emulsiones. Seguidamente se
realiza una purificacidén mediante cromatografia en columnas de gel de silice. La
formacién de precipitados durante el proceso de extraccién se reduce mediante la
adicién de urea. Esta técnica tiene un nivel de recuperacién superior al 90% aunque
en el trabajo consultado no se especifica el limite de determinacién de la técnica.
Por otra parte, la metodologia de Dominguez y col. [1987] aplicada al yogur
presenta también una recuperacién del orden del 90% con un limite de determina-
cién de 0°02 pg/kg. Otras técnicas descritas son tedricamente aplicables al andlisis
de yogur, con las modificaciones oportunas en cuanto a la preparacion de las

muesiras {Stubblefield, 1979; Fukayama y col., 1980; Tripet y col,, 1981].

La técnica de DD presenta en este caso todas las ventajes mencionadas en
los apartados anteriores, no siendo necesario realizar ninguin tipo de preparacion

de las muestras de yogur para realizar la extraccion.

Finalmente, en lo que se refiere a la aplicabilidad de la DD con relacién a
las normas vigentes en los distintos paises sobre los contenidos maximos de AF M,
en yogur, este producto no tiene en ningun pafs una referencia especifica sino que
se incluye en algunos de ellos dentro de un nivel minimo permitido para
productos lacteos que oscila entre 0'05 ug/Kg (Austria, Holanda, Suiza) y 5 ng/Kg
(Antigua Checoslovaquia) [Van Egmond, 1989a].
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V. 4. 2. Andlisis de AF G, y AF B,

La técnica de DD presenta un porcentaje de recuperacién entre el 60-87%
para un nivel de contaminacién de AF G, de 0’045 pg/Kg, dependiendo los valores
del tipo de contaminacidon empleado. En el caso de la AF B, estos valores oscilan
entre el 40 y 70%. El limite de determinacién para las dos aflatoxinas (obtenudo
empleando yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche contaminada con
solucion de las aflatoxinas en medio AM, forma de contaminacién con la que se
obtuvieron los porcentajes de recuperaciéon mas elevados) se encuentra entre 0’01
y 002 pg/Kg. El limite de deteccién de la técnica es de 0’0064 ng/Kg para la
AF G, y 00043 ug/Kg para la AF B,.

Con respecto a los resultados de los pardmetros de temperatura y tiempo
en la eficacia de 1a DD para la recuperacién de la AF G, y AF B, la tendencia se
ha mostrado similar a lo ocurrido en otros productos lacteos. No obstante, al
prolongar la DD a periodos de 8 6 18 horas no pudo detectarse ninguna de las dos
aflatoxinas, debido a la presencia de sustancias interfirientes, tal y como ocurria en
el andlisis de AF M,.

El tipo de solucién empleada para la contaminacién de las muestras ha
supuesto una variacioén ligeramente superior de los porcentajes de recuperacion
obtenidos para la AF G,, en comparacién con lo ocurrido para la AF M,. En el caso
de la AF B, el efecto ha sido mas marcado ya que los valores se encontraban entre
el 40 y el 50% en las pruebas realizadas utilizando solucion de la aflatoxina en
solventes orgénicos, mientras que en las contaminaciones realizadas con solucién
en medio AM la recuperacion fue del 78%. Este hecho podria estar relacionado con
las diferencias estructurales de las moléculas de las aflatoxinas M,, G, y B, la
distinta solubilidad de estas sustancias en solventes actosos y organicos, asi como
a las diferentes interacciones entre las aflatoxinas, los solventes en que se

encuentran vehiculados y los componentes de la leche y el yogur.

A la vista de los resultados parece ser que la AF G, y la AF B, permanece-
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rian estables durante el proceso de elaboracion del yogur, ya que la recuperaciéon
obtenida fue incluso mayor al emplear yogur elaborado en el laboratorio que con
yogur comercial contaminado directamente con las aflatoxinas. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en nuestro laboratorio en un estudio sobre la
estabilidad de las aflatoxinas durante el procesado y almacenamiento en
refrigeracion del yogur [Blanco y col., 1993]. No obstante, otros autores han referido
incluso la degradacion total de la AF B, a su derivado AF B,, por las condiciones

dcidas presentes en el yogur {Megalla y Hafez, 1982; Rasic y col,, 1991}.

En relaciéon a la comparacion entre la DD y otras técnicas analiticas, es
valido lo comentado en el apartado anterior con respecto al analisis de AF M,, ya
que los resultados de las técnicas expuestas ([Kiermeier y Weiss,1976; Dominguez y

col. 1987]), son similares para las aflatoxinas M,, G, y B,.

Finalmente, no existe en ninglin pais una normativa sobre el contenido
maximo permitido de AF G, y AF B, en productos lacteos distintos a la leche. Esto
es debido a que la presencia de estas aflatoxinas en los mencionados alimentos no
es frecuente, salvo por contaminacion directa, lo que no supone un riesgo
importante de intoxicacién por implicar para ello, normalmente, el consumo de

productos enmohecidos [Van Egmond, 1989a].

V. 5. TECNICA DE DD APLICADA AL QUESO CON DETECCION
POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

V. 5. 1. Andlisis de AF M,
La técnica se caracteriza por obtener un porcentaje de recuperaciéon del 89%
para un nivel de contaminacién de 0'100 pg/Kg, un limite de determinacion entre

0’06 y 0'08 ng/Kg y un limite de deteccién de 00298 ng/Kg.

Uno de los aspectos mas importantes en cuanto a la puesta a punto de la

metodologia de DD en este producto ha sido la preparacion de las muestras. En
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este sentido, para que la DD pudiera realizarse correctamente, era preciso obtener
a partir del queso una matriz lo mas liquida posible, de modo que se estableciera
el contacto adecuado entre la muestra y el solvente orgédnico del interior del tubo
de didlisis [Dominguez y col., 1991, 1992]. Para ello, y tras varias pruebas con diferentes
volumenes de agua para comprobar la consistencia final de la muestra, se decidid
el empleo de 70 ml de una solucién alcalina de bicarbonato sédico al 0’3%. Su uso
se ha basado en la capacidad de las soluciones alcalinas para favorecer la
solubilizacién de las aflatoxinas, hecho aplicado en algunas técnicas de analisis de
estas sustancias [Dominguez y col., 1987]. Por su parte, la relacién queso:solucién 50:70
es similar a la utilizada por otros autores en la preparacién de muestras de queso
para la extraccion de aflatoxinas mediante diferentes técnicas analiticas [Tripet y col.,

1981a; Scott, 1990a].

Con respecto a las condiciones de la DD, la necesidad de aumentar el
periodo de extraccion para conseguir incrementar el rendimiento del proceso puede
estar relacionado con las caracteristicas fisicoquimicas del queso, principalmente
al tratarse de una matriz sélida, asi como con las posibles interacciones entre las
aflatoxinas y los componentes del queso (caseinas) [Brackett y Marth, 1982a]. No
obstante, este ultimo aspecto ha sido estudiado en el caso de quesos elaborados a
partir de leche contaminada con AF M, de forma natural o artificial, donde las
interacciones se producen en esta matera prima {Stubblefield y Shannon, 1974; Yousef y
Marth, 1989]. Por este motivo, pensamos que al contaminar directamente el queso con
una solucion de la aflatoxina en triclorometano, como se ha realizado en nuestro
estudio, las interacciones entre toxina y caseinas no debian tener gran influencia
en el rendimiento de fa DD. Sin embargo, si ha de tenerse en cuenta la influencia
de la modificacién en la relacién muestra:solvente que se establece en el queso, ya
que esta relacidn se desplaza a favor de la muestra al afadir la solucién de

bicarbonato.

A pesar de que los resultados obtenidos empleando extracciones de ocho
horas han sido aceptables (86% de recuperacion), se ha tomado como definitivo un

periodo de DD de 18 horas, dado que las extracciones de ocho horas no son muy
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viables desde el punto de vista de organizacién del trabajo laboratorial.

En cuanto a los resultados de las pruebas sobre el efecto de la temperatura
de extraccién en el rendimiento de la DD, las recuperaciones més elevadas se
obtuvieron a 45 °C si bien, a esta temperatura aumentaba en gran medida la
aparicion de sustancias interferentes en los extractos, de modo que la deteccién y
sobre todo la cuantificacion de la AF M, se vefa dificultada. Debido a que este
hecho afectaria més en la deteccién de niveles menores de AF M, a los empleados
en las pruebas, se decidi utilizar extracciones de 37 °C en las que los extractos

aparecian més limpios.

El efecto del aumento del tiempo y la temperatura de extraccion en el paso
de mayor cantidad de solutos a través del tubo de dialisis ha sido mds marcado
en el queso que en el resto de productos estudiados. El incremento de sustancias
interfirientes en los extractos conforme aumentaba la temperatura puede explicarse
por una mayor solubilizacién de sustancias y por la posible dilatacion de los poros
de la membrana. Por su parte en las extracciones de 18 horas puede producirse la

degradacioén de algunos compuestos, apareciendo mas sustancias en los extractos.

Con el fin de reducir en lo posible la aparicion de compuestos que pudieran
interferir en la deteccién de la AF M, y dado que en las extracciones de 18 horas
se formaban precipitados que podian suponer una pérdida en la recuperacién de
la toxina, se ensay6 el empleo de la solucién preservadora utilizada por Tuinstra
y col. [1989] en sus estudios. Estos autores utilizan una solucién acuosa compuesta
de citrato sédico, cloruro sédico y azida de sodio en la preparacion de muestras
de leche, para su dializacién posterior mediante un sistema automatico acoplado
a un sistema de concentracion de extractos y a un cromatdgrafo liquido. La adicién
de citrato s6dico mejora la solubilizacién de las sustancias y evita la formacion de
precipitados protéicos; el cloruro sédico favorece los procesos de dialisis y la azida
de sodio actiia como conservante, evitando el crecimiento microbiano y la
degradacién de compuestos. Los resultados de nuestros estudios muestran un

efecto positivo en la recuperacion de la AF M, al emplear la soluci6n preservadora,
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permaneciendo la muestra preparada con una consistencia semiliquida y

homogénea durante todo el proceso de DD.

Por otro lado, y también con la finalidad de reducir la presencia de
sustancias interferentes se opté por una concentracién menor del extracto (500 ul
en Jugar de los 200 pl del resto de productos lacteos estudiados), siendo asimismo
necesario modificar la proporcion de los componentes del solvente de desarroilo
(triclorometano/metanol 90/10 en lugar de 95/5) para mejorar la resolucién de la
AF M,. Con respecto a los resultados de los ensayos realizados con cartuchos Sep
Pack® de gel de silice para la purificacién de los extractos, la disminucién en la
recuperacion de la AF M, (40%) puede deberse a la necesidad de concentrar a
sequedad el extracto obtenido de la DD para redisolverlo posteriormente en
diclorometano, segiin indica el protocolo seguido [Bijl y Van Pethegem, 1985]. Hay que
tener en cuenta que la posible pérdida de sustancias debida a la concentracién a
sequedad es mayor cuando el extracto presenta una composicién mas compleja,
como ocurre en el queso. Asimismo, la menor solubilidad de algunas sustancias en
diclorometano puede contribuir a dificultar la solubilizacién de la toxina en este
tltimo solvente. En la metodologia de Bijl y Van Pethegem, también es necesario
realizar la concentracién a sequedad del extracto en acetonitrilo obtenido a partir
del uso de un cartucho Sep Pack® C,; y su redisolucion en diclorometano para la
purificacion [Bljl y Van Pethegem, 1985; Bijl y col., 1987]. No obstante, la mayor recupera-
ciébn obtenida por estos autores puede deberse a la diferente composicién del
extracto con respecto al obtenido mediante DD, asi como a la secuencia de

solventes empleada.

Un aspecto importante en cuanto a la puesta a punto de la técnica de DD
para la extraccidn de AF M, en queso es que, a diferencia de lo que ocurre con el
resto de productos lacteos estudiados, las condiciones de la DD asi como de la
preparacién de las muestras pueden variar sustancialmente dependiendo del tipo
de queso sobre el que se aplique la técnica. Esto podria traducirse en la aparicién
de resultados diferentes en cuanto a los porcentajes de recuperacion y limites

obtenidos, como han reflejado otros autores en diferentes técnicas analiticas
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{Stubblefield, 1979; Tripet y col., 1981a].

La comparacién de los resultados de la DD con diferentes metodologfas
desarrolladas para el queso también estd sujeta al tipo de alimento empleado,
aunque en muchos estudios no se especifican las caracteristicas del producto. En
general, la técnica de DD presenta un limite de determinacién equivalente al de
otras técnicas. Asi, la metodologia de Frémy y Boursier [1981] obtiene un limite de
0"10 png/Kg, empleando la purificacién con cartuchos de gel de silice con deteccion
posterior mediante CL e igual limite se alcanza en las técnicas de Polzhoter [1973)
{modificacién del método de Schuller y col. [1973] y que se basa en la extraccién
mediante solventes y Celite® con purificacion posterior a través de una columna
de gel de silice), asi como en la metodologia de Kamimura y col. [1985], que se
fundamenta en la extraccion con triclorometano+agua y en la purificacién mediante
columnas de Florisil®. En la técnica de Polzhofer la deteccién se realiza mediante
CCF mientras que para el método de Kamimura y col. se emplea la CL de fase
reversa. Ofra técnica basada en la extracciéon con solventes organicos y la
purificacién mediante columnas o placas de gel de silice es la de Kiermeier y Weiss
[1976], aunque con esta metodologia el limite de determinacion es de 2’50 ug/Kg.
La técnica de Stubblefield [1979] aplicada al queso permite detectar 0’10 ng/Kg. Por
su parte una de las variantes de la metodologia de Dominguez y col. [1987] (basada
en el empleo de una solucién alcalina para la extraccién) presenta un limite de
determinacién de 040 ng/Kg. La otra variante de esta técnica, en la que se afiade
un paso de purificacién por columna de gel de silice, disminuye este limite a
0’05 pg/Kg. Finalmente, otras técnicas con mayor sensibilidad que la DD son la de
Tripet y col. [1981a] (0'03 ug/Kg) y la de Bijl y col. {1987] (0’01 pg/Kg): la primera
de ellas basada en la extraccién con diversos solventes y la segunda en el uso de

cartuchos comerciales de tipo Sep Pack®.

La técnica de DD desarrollada para el queso presenta como ventajas su
sencillez y economia en el gasto de materiales. Con respecto al tiempo de ejecucion
de la técnica, las extracciones de 18 horas (una noche) permiten la organizacién

adecuada del trabajo de laboratorio ya que el tiempo de ocupacion de los técnicos
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es similar al de las otras aplicaciones, pudiendo obtenerse el resultado del anélisis

al dia siguiente de iniciar la extraccion.

Con relacién a las normas establecidas sobre la cantidad méxima tolerada
de AF M, en queso, la DD serfa efectiva en todos los paises (salvo los que presenta
niveles de tolerancia cero), ya que las cantidades establecidas oscilan entre 0'20 y

0’50 pg/Kg [Van Egmond, 198%a}.
V. 5. 2. Andlisis de AF G, y AF B,

La técnica desarrollada presenta un porcentaje de recuperacion del 73% para
la AF G, y del 65% para la AF B,, a un nivel de contaminacion de 0'100 ug/Kg. El
limite de determinacién oscila entre (040 y 0060 ng/Kg para las dos aflatoxinas
y el limite de deteccién es de 0'0339 ng/Kg para la AF G, y 0'0084 ng/Kg para la
AF B,.

Al igual que ocurria en el caso de la AF M, ha sido necesario aumentar el
periodo de extraccién para obtener porcentajes de recuperacion elevados, sobre
todo de AF B,, ya que con esta toxina s6lo se obtenia un 22% de recuperaciéon en
extracciones de cinco horas, aumentando tinicamente un 10% en extracciones de
ocho horas. No obstante, a pesar de que las recuperaciones de AF B, han sido
inferiores a las otras toxinas, el limite de deteccién ha resultado considerablemente
menor ya que la aparicién de sustancias interferentes con la AF B, era précticamen-
te nula, lo que permitia una deteccién y cuantificacion de la toxina més clara con
niveles de contaminacién bajos. El empleo de cartuchos Sep Pak® de gel de silice
para la purificacién de los extractos no permitié recuperar ninguna de las dos
aflatoxinas con el protocolo seguido [Bijl y Van Pethegem, 1985]. Esto puede deberse a
la menor polaridad de estas sustancias y a la necesidad de concentrar a sequedad
los extractos de la DD para su redisolucién en diclorometano, como ya

mencionamos anteriormente,

Por otro lado, la adicién de la solucién preservadora no parece afectar
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significativamente a la recuperacion de estas aflatoxinas, aunque disminuyé de

forma ligera el porcentaje de recuperacion de la AF B,.

Las técnicas de andlisis referidas en el apartado anterior son en su mayoria
aplicables a las aflatoxinas G, y B,. Entre ellas la técnica de Dominguez y col. [1987]
presenta un porcentaje de recuperacion del 91% para un nivel de contaminacién
de 1’0 ng/Kg y un limite de determinacién de 0’4 nug/Kg; en la metodologia de
Kamimura y col. [1985] la recuperacién de AF G, y AF B, entre 10 y 30 ng/Kg es
del 91% y el limite de determinacién para las dos aflatoxinas corresponde a
0'2 ng/Kg. Muchos de los métodos de anélisis de aflatoxinas distintas de la AF M,
en queso se han utilizado fundamentalmente en los estudios sobre la produccién
y estabilidad de estas toxinas en el alimento ya que, como hemos comentado con
anterioridad, el queso es el derivado lacteo mds susceptible de presentar
contaminacién directa por aflatoxinas [Bullerman, 1981]. No obstante, no existe un
riesgo importante en este caso, debido al rechazo por parte de los consumidores
del queso enmohecido, lo que podria explicar la ausencia de normas legislativas

en cuanto a la presencia de AF G, y AF B, en este alimento.

V. 6. EXTRACCION DE AF M, MEDIANTE mini-DD Y DETECCION
POSTERIOR POR CCFAE

Para el desarrollo de la técnica de mini-DD se partié de vollimenes de
muestra y solvente que cumplieran la relacién (’7:1, establecida como la més
adecuada en el caso de la técnica de DD para la leche. La unica condicién
estudiada fue el tiempo de extraccién ya que se suponia que el resto de los

parametros continuarian siendo los mas adecuados.

Los resultados obtenidos en el estudio del efecto del tiempo en el porcentaje
de recuperaciéon de AF M, mediante mini-DD contrastan con los de Prieta [1993] en
el desarrollo de una metodologia similar para el andlisis de patulina en zumo de
manzana. En nuestro estudio se observa que a las dos horas de extraccion se

alcanza el méximo de recuperacion (50-60%), porcentaje que se mantiene al menos
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hasta un periodo de extraccién de 5 horas. El porcentaje de recuperacidon en
extracciones de una hora oscila entre el 30 y el 40%. Por el contrario, en el estudio
de Prieta la recuperacién maxima (63%) se consigue en extracciones de una noche
(16-18 horas). A las cinco horas de extraccion el porcentaje es de un 50% y en

extracciones de una a tres horas oscila entre el 30 y el 38%.

Con respecto al limite de determinaciéon de la técnica de mini-DD
desarrollada en este estudio (0'04-0'05 ug/1), su valor coincide con el de numerosas
técnicas analiticas frecuentemente utilizadas o es incluso menor. Asi, en la técnica
de Pons y col. [1973] el limite de determinacion es de 0’10 ng/l e igual valor
corresponde a las técnicas de Fukayama y col. [1980] y a una de las variantes de la
técnica propuesta por Dominguez y col. {1987]. En el caso de la técnica de Cohen
y col. [1984] el limite corresponde a 0’08 ng/l, en la técnica de Stubblefield [1979] es
de 0’5 ng/1 y para la técnica de Tuinstra y col. [1989, 1990] en la que se emplea un
dializador automético en el andlisis de AF M, en leche descremada, el limite de

determinacién es de 0'05 pg/L.

Estos resultados contrastan también con los de Prieta [1993], ya que en el caso
del andlisis de patulina en zumo de manzana la técnica de mini-DD obtiene el
limite de determinacién més bajo conocido para esta sustancia. Las diferencias
entre estos resultados y los obtenidos para la técnica de mini-DD desarrollada en
el presente trabajo pueden deberse a la forma de procesamiento del extracto
obtenido después de la didlisis, con respecto al procesado en la técnica de DD
normal. En las dos técnicas se toma la totalidad del extracto obtenido de la
membrana para su concentracion y aplicacion en la técnica de CCFAE. El resultado
es que con la técnica de mini-DD se reduce el nimero de sustancias que aparecen
en los cromatogramas aunque no se mejora el limite de determinacién. En cambio,
en el caso del anilisis de patulina en zumo de manzana se emplea para la
deteccién un sistema de CL; dada la mayor sensibilidad del sistema de deteccién,
cuando se realiza la DD sélo se toma una alicuota del extracto, mientras que al
emplear la técnica de mini-DD se utiliza la totalidad del mismo. El resultado es

una reduccion sustancial en el limite de determinacién, aunque con aparicién de
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mads sustancias en los cromatogramas.

En resumen, podemos decir que la técnica de mini-DD desarrollada en este
trabajo para el andlisis de AF M, en leche puede servir, comparativamente con la
técnica de DD, como sistermna de analisis semicuantitativo rapido, ya que el tiempo
de andlisis completo no excede de las tres o cuatro horas. La ventaja principal de
esta metodologia es su gran economia en materiales y solventes pues sdlo se
precisa un tubo de didlisis de 20 cm y unos 20 ml de triclorometano para la

totalidad del proceso.

V. 7. DETERMINACION DE AF M, EN LECHE COMERCIAL

Para la realizacion de este estudio sobre la incidencia de la AF M, en leche
comercial se decidié tomar 100 muestras correspondientes a todas las marcas de
leche entera UHT presentes en un establecimiento de una cadena de supermerca-
dos de implantaciéon nacional situado a las afueras de Madrid. De esta forma se
pretendia obtener una idea aproximada del nivel de exposicién a la AF M, en los
consumidores que habitualmente adquirieran la leche en el mencionado
establecimiento o en otro de similares caracteristicas. Ademas, tuvimos ocasién de
comprobar que a lo largo de todo el muestreo apenas se producian cambios en las
marcas de leche disponibles en este comercio (Tabla V.1.), lo que, en el caso de
presentarse una mayor incidencia de AF M, en marcas determinadas, supondria

la ingestion reiterada de la toxina en los consumidores habituales de esas marcas.

A pesar de que la mayoria de las muestras analizadas correspondieron a
leche entera UHT (8 marcas), también se procedié al andlisis de muestras
pertenecientes a dos marcas de leche fresca pasterizada (una de ellas procedente
de una granja Diplomada-A- y otra de una central-B-) ademas de leche semidesna-
tada UHT correspondiente a una marca extranjera-F-. La eleccién de la leche fresca
pasterizada se tomé por considerarse el producto en el que se podia tener un
control mas claro en cuanto a su fecha de elaboracién, ya que en el caso de la leche

UHT sélo se contaba con la fecha de caducidad del producto. Por otro lado, y a
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pesar de que el andlisis de muestras de una sola marca extranjera no es muy

representativo, se considerd interesante completar el muestreo con estos analisis.

Tabla V.1. Relacion de marcas de leche recogidas en cada fase del muestreo.

Marca/fase| F1 F2 F3 F4 F5 F6
A * * * * * -
B + * . * - *
C * * - * * .
D * * * * * “
E * * * *

E * " * * * *
G * * * * * *
H * *

I * * *

J * " +
K * "

Los datos obtenidos sefialan que el 14% de las muestras analizadas
contenian AF M, en cantidades detectables y cuantificables (entre 0018 y
0’042 pg/1) si bien, en un 3% de estas muestras positivas, correspondientes al nivel
de 0018 pg/1, aunque esta cantidad era detectable, estaba situada en el intervalo

correspondiente al limite de determinacién de la técnica.

Los resultados no permitieron el establecimiento de diferencias en cuanto
a la incidencia de AF M, con relacién a la fecha de compra en ninguno de los casos
ya que del andlisis de las 24 muestras correspondientes a leche fresca pasterizada

s6lo aparecieron dos muestras positivas.

La comparacién de estos resuitados con los obtenidos en otros estudios
realizados sobre la incidencia de AF M, en leche es dificil, principalmente, y como
ya se mencionara en la Introduccién, por los diferentes porcentajes de recuperacién

y limites de determinacién de las técnicas analiticas utilizadas.
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Con respecto a los estudios llevados a cabo en Esparia con muestras de leche
esterilizada y empleando para la deteccién técnicas de CCF, hay que destacar que
Jodral no encontré contaminacion alguna por AF M, en el anélisis de 330 muestras
de este producto, analizadas en 1977 [Jodral, 1977; Jodral y col, 1984]. Por su parte
Burdaspal (1983}, en un estudio realizado sobre 97 muestras correspondientes a
leche natural (13). esterilizada (46), pasterizada (30) y concentrada (6) encontré un
7'3% de muestras positivas, con un nivel de AF M, entre 0’020 y 0’040 ng/L. Estos
resultados coinciden con los nuestros en cuanto al nivel de contaminacién
detectado; no obstante, al no especificarse las diferencias entre los distintos tipos
de leche analizada, no es posible establecer una comparacion con este autor en

cuanto a los resultados globales.

En el estudio realizado por Blanco y col., sobre 47 muestras de leche UHT
recogidas a lo largo de un afio en una central de Le6n que recibia la leche de una
misma zona de la provincia, se obtuvo un porcentaje de muestras positivas
préximo al 30%, con niveles de contaminacion entre 0’020 y 0"100 pg/1 [Blanco, 1986;
Blanco y col., 1988b]. Las diferencias encontradas entre estos resultados y los obtenidos
en el presente trabajo pueden deberse a varios factores, el principal de los cuales
es la diferente procedencia de las muestras analizadas, ya que en el caso de
grandes centrales la mezcla de leche de diferente procedencia origina la dilucién

de la concentracién de AF M, al mezclarse leche contaminada y no contaminada.

Finalmente, los porcentajes de muestras positivas obtenidos en este estudio
contrastan con los resultados de Macho y col. (1992}, realizados sobre un total de 33
muestras de leche UHT. Estos autores encontraron AF M, en la totalidad de las
muestras analizadas, si bien los niveles de concentracién en todas las muestras
oscilaron entre valores <0'010 y 0025 pg/l. Para este estudio Macho y col.
emplearon la técnica de Mortimer y col. [1987] basada en la utilizacién de columnas
de inmunoafinidad y un sistema de CL cuyo limite de deteccién se encuentra en
50 pg/l.

Es de destacar que del 14% de muestras positivas detectadas en nuestro
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estudio, el 57% correspondieron a una misma marca, siendo ademas en la que
aparecieron las muestras con el nivel de contaminacién mas alto. Esto puede
suponer que esta central reciba la leche de localizaciones mds concretas en donde
el ganado vacuno consuma alimentos contaminados con AF B,. No obstante, no es
posible afirmar que la cantidad de AF B, en las raciones consumidas por estos
animales supera la normativa establecida en nuestro pafs, que establece un

contenido méximo de esta aflatoxina de 20 ng/Kg [BOE, 1976].

En cuanto a la legislacién vigente en los distintos paises que regulan el
contenido de AF M, en leche, los resultados obtenidos en este estudio muestran
que los niveles de contaminacién encontrados no exceden ninguna de estas
normativas (exceptuando la normativa rumana que especifica un contenido nulo
de AF M,).

Hay que destacar que en los resultados de los estudios sobre la incidencia
de AF M, en productos lacteos efectuados en los tltimos afios influyen al menos
dos factores. En primer lugar, el cumplimiento de las medidas legislativas en
cuanto a los niveles maximos tolerados, tanto de AF M, en productos lacteos como
de AF B, en los alimentos destinados al ganado vacuno lechero, lo que ha
conllevado la reducion en el niimero de muestras positivas con niveles altos de AF
M,. En segundo lugar, se debe tener en cuenta que el desarrollo de técnicas
analiticas de mayor sensibilidad ha permitido en algunos casos que se incrementara
el nimero de muestras positivas aunque con niveles de concentracién
considerablemente bajos [Van Egmond, 1989a, 1991], como sucede en el estudio de

Macho y col [1992]).
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V. 8. VALIDACION DE LA TECNICA DE DD PARA LA EXTRACCION
DE AF M, DE LECHE EN POLVO A PARTIR DE MATERIALES DE REFEREN-
CIA

Para la realizacidén de este estudio se dispuso de los cuatro materiales
certificados elaborados por la Oficina de Referencia Comunitaria [Van Egmond y
Wagstaffe, 1986, 1988, con objeto de comprobar la eficacia de la técnica y el limite de
determinacion establecido {porcentaje de recuperacién de la AF M, del 82% para
un nivel de contaminacién de 0’5 pg/Kg y del 73% para un nivel de 0’8 pg/Kg,
siendo el limite de determinacién entre 0'3 y 0’4 ug/Kg).

Cabe destacar que en ninguno de los andlisis efectuados a partir de los
materiales n°282 y 283 se pudo detectar AF M,, lo que confirma que el contenido
de la aflatoxina en estos materiales (n°282= <0050 ng/Kg y n°283= 0'090+0°04/-
0’02 png/Kg) se encuentra por debajo del limite de determinacién de la técnica de
DD desarrollada (0'3-0'4 pg/Kg).

Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de los materiales n°284 y 285
se corresponden con las cantidades certificadas (n"284= 03100060 ng/Kg y
n°285= 0'760+0'050 pug/Kg), siendo el intervalo de confianza equivalente (n"285) e
incluso menor (n° 284). En el caso de las cantidades estimadas una vez aplicado el
porcentaje de recuperacion establecido para la técnica de DD, los valores se
encuentran ligeramente por encima de las cantidades certificadas. Esto puede
deberse a las diferencias existentes en los porcentajes de recuperacién de la técnica
de DD cuando se empleaban distintas concentraciones de AF M,, asi como a las
posibles diferencias en cuanto a la eficacia de la técnica para la extraccién de la

aflatoxina en muestras contaminadas de forma natural y artificial.

Los aspectos principales de los estudios de validacién a partir de materiales
de referencia son la comprobacién de la efectividad, sensibilidad y repetitividad
de las técnicas que se prueban [Van Egmond y Wagstaffe, 1986]. Los resultados obtenidos

en nuestro estudio muestran la efectividad de la técnica de DD desarrollada para
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la extraccién de AF M, a partir de leche en polvo. En este sentido, uno de los
problemas que se producen en las extracciones convencionales sobre todo cuando
se utiliza triclorometano es la formacion de emulsiones con la leche reconstituida
{Van Egmond y Wagstaffe, 1986]. En el proceso de DD este problema se evita por la
separacion fisica del solvente y la fase acuosa a través de la membrana de dialisis

[Dominguez v col., 1991, 1992].

Por otra parte, en las especificaciones sobre estos materiales se indica la
posibilidad de aparicion de sustancias adyacentes a la AF M,, que pueden
ocasionar interferencias en la deteccién mediante técnicas de CCF, sobre todo en
los materiales con menor contenido en AF M,. Por este motivo se recomienda el
empleo de sistemas de desarrollo bidimensional y la aplicaciéon de patrones
internos para diferenciar la aflatoxina de las sustancias interfirientes [Van Egmond y
Wagstaffe, 1986]. En este trabajo el empleo de patrones internos ha sido una constante
en el desarrollo de todas las técnicas analiticas, debido a su gran utilidad para la
identificacién de las aflatoxinas. Con relacién al presente estudio, en algunas de las
cromatoplacas elaboradas a partir de los extractos de materiales de referencia se
ha producido la aparicion de una sustancia con R; proximo a la AF M,, pero en
ningun caso su presencia ha interferido la deteccién y/o cuantificacién de esta
aflatoxina, ya que la separacién obtenida con el solvente de desarrollo empleado
era satisfactoria y la cantidad de la sustancia interfiriente muy pequefia. Por lo
demds los cromatogramas eran iguales a los obtenidos a partir de la leche en polvo

utilizada en el resto de las experiencias.

Varios autores han empleado en sus estudios materiales de referencia con
objeto de validar técnicas analiticas 0 comparar los resultados obtenidos a partir
de estos materiales con otros tipos de muestras. En 1987, Mortimer y col. realizaron
un estudio para comprobar la efectividad de una técnica de analisis de AF M, en
leche en polvo, basada en la extraccién de la toxina empleando columnas de
afinidad comerciales tipo Easi-Extract® y aplicando para la deteccién un sistema
de CL. Los resultados obtenidos por este autor concuerdan con las cantidades

certificadas, al igual que ocurre en el estudio realizado por Macho y col. [1992]
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empleando la misma técnica. No obstante, en ninguno de los dos casos aparecen
los resultados corregidos en funcion del porcentaje de recuperacion estimado para
la técnica, sino que se calcula el porcentaje de recuperacion a partir de los

resultados obtenidos con estos materiales.
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VI. CONCLUSIONES

PRIMERA

SEGUNDA

TERCERA

CUARTA

QUINTA

SEXTA

El andlisis de aflatoxina M, en leche y productos lacteos puede
realizarse con gran eficacia, sensibilidad, sencillez y economia
de medios utilizando el método de didlisis difasica
desarrollado en el presente trabajo. Este método puede ser
aplicado igualmente para el analisis de otras aflatoxinas en los
mismos productos.

Las condiciones generales més favorables para la realizacion
de la didlisis difdsica en estas aplicaciones son las siguientes:
relacién de volumen entre muestra y solvente 1:14,
triclorometano como solvente de extraccidn colocado en el
interior del tubo de didlisis e incubacién durante cinco horas
a 37° C y con una velocidad de agitacion de 150 rpm.

Las variaciones mas notables en los parametros de trabajo se
dan en el anélisis de aflatoxinas en queso. En este caso, las
muestras deben prepararse con una solucién de bicarbonato
sodico y una solucion preservadora, el tiempo de extraccion es
de 18 horas y el solvente cromatogréafico mas adecuado es la
mezcla triclorometano/metanol (90/10).

Teniendo en cuanta los limites de deteccién y determinacién
obtenidos en los distintos productos cuando se analizan
aflatoxinas mediante la técnica de didlisis dif4sica, esta
metodologia serfa aplicable en la mayoria de los paises que
cuentan en su legislacién con una normativa sobre niveles de
tolerancia de aflatoxinas en leche y productos lacteos.

La variante de la didlisis difdsica denominada mini-didlisis
difésica puede emplearse como sistema de andlisis semicuanti-
tativo rapido de la aflatoxina M, en leche.

Los resultados obtenidos a partir del muestreo indican que
seria conveniente establecer en nuestro pafs una reglamenta-
cién sobre los limites de aflatoxina M, en leche y productos
lacteos, asi como vigilar el cumplimiento de la reglamentacién
sobre el contenido maximo de aflatoxina B, en los alimentos
destinados al ganado lechero.
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SEPTIMA La utilizaciébn de materiales de referencia certificados ha
permitido validar de forma muy satisfactoria la técnica de
dialisis difdsica para el andlisis de aflatoxina M, en leche en
polvo.
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VII. 1. RESUMEN

E} presente trabajo se ocupa principalmente del desarrollo de una nueva técruca de membranas
para la extraccion de AF M, de leche y productos lacteos, empleando para la deteccién y cuantificacion
posterior un sistema de cromatografia en capa fina de alta eficacia (CCFAE). Ademas, esta técnica se

ha aplicade igualmente para la extraccién de las aflatoxinas G, v B, de los mismos productos.

La técnica desarrollada, denominada didlisis difasica (DD), se fundamenta en dos propiedades
caracteristicas de la mayoria de los residuos de interés sanitario y mediambiental: bajo peso molecular
y mayor solubilidad de estos compuestos en solventes organicos que en soluciones acuosas. La
extraccion de sustancias de interés mediante esta técnica se realiza a partir de matrices acuosas (en este
caso leche, yogur, solucién de leche en polvo en agua y una mezcla obtenida a partir de las muestras
de queso con una solucién de bicarbonato sodico). Esta matriz acuosa se encuentra separada del
solvente de extraccion (triclorometano) por medio de una membrana semipermeable y porosa, que se
dispone en forma de tubo de didlisis y en cuyo interior se coloca el solvente. EI conjunto, es decir, la
muestra y el tubo de didlisis, se colocan en un matraz, que se incuba en agitacion orbital a temperatura
controlada durante un periodo de tiempo variable. La eficacia del proceso de DD depende de la relacion
entre el volumen de muestra y solvente, tiempo de extraccién, temperatura de extraccién, pH de la

muestra y velocidad de agitacidn.

Los métodos desarrollados en este trabajo son los que se describen a continuacién:

1. Extraccién de aflatoxinas a partir de leche. Las condiciones consideradas como més favorables
son: un volumen de muestra de 50 ml con su valor de pH normal, 70 ml de triclorometano como
solvente de extraccidn, colocado en el interior de un tubo de didlisis de 60 cm de longitud. La
incubaci6n se lleva a cabo durante 5 horas a 37 °C y 150 rpm. La deteccion se efectia con un sistema
de cromatografia de desarrollo vertical y empleando como solvente la mezcla triclorometano/metanol
(95/5). En esas condiciones el porcentaje de recuperacion de la técnica, para un nivel de contaminacion
de "050 g /1, es del 96% (AF M,), 72% (AF G} y 64% (AF B,). El limite de determinacién se encuentra
entre 001 y 0°02 ng/1 para las tres aflatoxinas y el limite de deteccién corresponde a 0°0020 ng/I
(AF M,), 00053 ng/1 (AF G,} y 00040 ug/1 (AF B)).

2. Extraccién de aflatoxinas a partir de leche en polvo. Para realizar la DD se parte de una
cantidad de muestra de 6'25 g que se disuelve en 50 ml de agua destilada. La extraccién se realiza en
fas mismas condiciones que en el método anterior, al igual que la deteccién y cuantificacion por CCFAE.
En esas condiciones el porcentaje de recuperacién de la técnica, para un nivel de contaminacién de
0’50 ng/Kg, es del 83% (AF M,), 87% (AF G,) y 74% (AF B,). El limite de determinacién se encuentra
entre 030 v 0'40 ug/Kg para las tres aflatoxinas y el limite de deteccién corresponde a 00280 pg/Kg
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(AF M,), 00299 pg/Kg (AF G} y 00126 ug/Kg (AF B,).

3. Extraccién de aflatoxinas a partir de yogur. En este caso la extraccion se realiza a partir de
una muestra de 50 g de vogur y en las mismas condiciones citadas anteriormente, El porcentaje de
recuperacion de la técnica, para un nivel de contaminacion de 0°045 pg/Kg, es entre 66 y 88% (AF M,),
62 v 87% (AF G,) y 48 y 78% (AF B,), dependiendo de la solucion de aflatoxinas empleada en la
contaminacion. El limite de determinacién se encuentra entre 001 y 002 pg/Kg para las tres aflatoxinas
y el limite de deteccion corresponde a 00056 pg/Kg (AF M), Y0064 ug/Kg (AF G) y 010043 ug/Kg
(AF B,).

4. Extraccidn de aflatoxinas a partir de queso. Las condiciones més favorables son: una cantidad
de muestra de 50 g que se homogeiniza con 65 ml de solucién de bicarbonato sédico al 0°3% y 5 ml de
solucién preservadora [Tuinstra y col., 1989]. La extraccién se realiza empleando 70 ml de triclorome-
tano en el interior de un tubo de diatisis de 60 cm de longitud y la incubacién es de 18 horas a 37 °C
y 150 rpm. La deteccién se lleva a cabo con un sistema de desarrollo vertical y empleando como
solvente las mezclas triclorometano/metanol (95/5 6 90/10). En esas condiciones el porcentaje de
recuperacion de la técnica, para un nivel de contaminacién de 0'100 ng/Kg es del 89% (AF M,), 73%
(AF G,) y 65% (AF B,}. El limite de determinacién se encuentra entre 006 y 008 pg/Kg para la AF M,
y entre 0'04 y 006 pg/Kg para las aflatoxinas G, y B,. El limite de deteccién corresponde a
0’0298 pg/Kg (AF M), 010339 pg/Kg (AF G,) y 0°0088 ug/Kg (AF By).

Asimismo, se ha desarrollado una técnica de mini-DD para la extraccion de AF M, en leche.
Esta técnica se caracteriza por el uso de volimenes muy reducidos de muestra (10 ml) v solvente
(14 ml). La extraccién se realiza a 37 °C y 150 rpm. El porcentaje de recuperacion, para niveles de
contaminacién comprendidos entre 0°04 y 0°10 pg/1 se encuentra entre el 30 y el 40% en extracciones
de una hora, y entre el 50 y 60% para extracciones de dos horas. Ei l{mite de determinacién se sitia

entre ('04 y 0'05 pg /1 de AF M.,

Una vez desarrolladas las técnicas analiticas, se realizé un estudio de presencia de AF M, en
leche comercial. Se analizaron 100 muestras adquiridas en un establecimiento de la Comunidad de
Madrid, entre enero y junio de 1993. Los resultados mostraron un total de muestras positivas del 14%,

con una media de {026 ng/1.

Finalmente, este trabajo incluye un estudio en el que se emplean materiales de referencia
suministrados por la Oficina de Referencia Comunitaria (BCR) con objeto de la validacién de la técnica
de DD desarrollada para el analisis de AF M, en leche en polvo. Los resultados obtenidos a partir de
la realizacion de las pruebas especificadas por el BCR, muestran la gran efectividad de la técnica de DD
desarrollada, sirviendo a la vez para la comprobacién de los limites de determinacion establecidos en

el método.
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La técnica de DD presentada en este trabajo tiene numerosas ventajas frente a otros
procedimientos de extraccion, destacando entre ellas la sencillez y la economia de material y tiempo
de trabajo, ademds de ser un sistema de extraccién y purificacion simultdneo, pudiendo emplearse los
extractos cbtentdos directamente para la deteccion de las aflatoxinas sin pasos adicionales de

purificacién de los extractos.

VIL 2. SUMMARY

The main objetive of the present work is to develop a new membrane technique for the
extraction of aflatoxin M, in dairy products, following detection and quantification by an HPTLC
system. This technique has been also applied to the extraction of aflatoxins G, and B, in the same

products,

The technique developed in this work, named diphasic dialysis (DD), is based in two common
characteristics of most of the interesting environmental and sanitary residues: low molecular weight and
better solubility in organic solvents than in aqueous solutions. The extraction by this technique is carried
out from aqueous substrates (milk, yoghurt, milk powder dissolved into water, and samples of cheese
prepared with a sodium bicarbonate solution). This aqueous substrat is separated from the extraction
solvent {trichlorometane) by a porous semi-permeable membrane, which is prepared as a dialysis tube
containing the solvent. Both sample and dialysis tube are placed into a flask which is incubated with
orbital shaking. The efficiency of the DD technique depends on the sample to solvent volume ratio, the

extraction time and temperature, the sample pH value, and the shaking speed.

The methods developed in this work are described next:

1. Extraction of aflatoxins from milk: the best performance is obtained with a sample volume
of 50 mi of milk, and using 70 ml of trichlorometane placed into a dialysis tube of 60 cm length. The
extraction is performed during 5 hours, at 37 °C, and 150 rpm. Plates are developed with trichlorometa-
ne/methanol (95/5) and detection and quantification are carried out by means of a densitometer. In
these conditions the recovery at the 0.050 ug/|1 level is 96% (AF M,), 72% (AF G,}, and 64% (AF B,). The
determination limit is between 0.010 and 0.020 pg /1 for the three aflatoxins, and the detection limit
established is 0.0020 pug/1 (AF M), 0.0053 pg/1 (AF G,), and 0.0040 pg/1 (AF B)).

2. Extraction of aflatoxins from milk powder: the best results are obtained with samples of
6.25 g of milk powder disolved in 50 ml of distilled water, and performing the DD under the same
conditions mentioned above. The recovery at the 0.50 ug/Kg level is 83% (AF M,), 87% (AF G,), and
74% (AF B,). The determination limit is between 0.30 and 0.40 pg/Kg for the three aflatoxins, and the
detection limit established is 0.0280 ug/Kg (AF M,), 0.0299 pg/Kg (AF G,), and 0.0126 ng/Kg (AF B,).
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3. Extraction of aflatoxins from yoghurt: the best performance of the technique is obtained with
samples of 50 g of yoghurt, The DD is carried out in the same way as milk and milk powder. In these
conditions the recovery at the 0.045 ug/Kg level is between 66 and 88% (AF M,), 62 and 87% (AF G)),
and 48 and 78% (AF B,), depending on the aflatoxin solution used for the contaminations. The
determination limit is between 0.010 and 0.020 pg/Kg for the three aflatoxins, and the detection limit
established is 0.0056 ug/Kg (AF M,}, 0.0064 ug/Kg (AF G,}, and 0.0043 ug/Kg (AF B)).

4. Extraction of aflatoxins from cheese: the better conditions to perform the DD technique are
obtained with samples of 50 g of cheese prepared with 65 ml of a (.3% sodium bicarbonate solution and
5 ml of a preservative solution [Tuinstra et al., 1989], and using 70 ml of trichlorometane placed into a
dialysis tube of 60 cm length. The extraction is performed during 18 hours, at 37 °C, and 150 rpm. Plates
are developed with trichlorometane/methanol (95/5 or 90/10), and detection and quantification are
carried out by densitomety. In these conditions the recovery at the 0.100 ug/Kg level is 8% (AF M),
73% {AF G,), and 65% (AF B,). The determination limit is between 0.06 and 0.08 ug/Kg for AF M, and
between 0.04 and 0.06 ng/Kg for AF G, and AF B,. The detection limit is 0.0298 ng/Kg (AF M,),
0.0339 ug/Kg (AF G} and 0.0088 ug/Kg (AT B,).

[n this work, it has been also developed a mini-DD method for the extraction of AF M, in milk.
This technique requires the use of small volumes of sample (10 ml) and solvent (14 ml). The extraction
is performed al 37 °C and 150 rpm. The recovery, at levels from 0.04 to (.10 ug/l, is between 30 and
40% in one-hour extractions, and between 30 and 60% in two-hours extractions. The determination limit

is established between (.04 and 0.05 pg/1.

Once the different methods were developed, a survey of AF M, in commercial milk was carried
out by using the DD technique to analyze one hundred samples acquired in a store in Madrid, from
January to June of 1993. The results show the presence of AF M, in 14% of the samples, with a

concentration average of 0.026 pg/l and a range between 0.018 to 0.042 pg/1.

Besides, with the aim of validate the DD method developed for the extraction of AF M, in
powder milk, this work includes a study carried out with certified reference materials supplied by the
Commupnity Bureau of Reference (BCR). The results of the assays performed from these materials show
the effectivity of the DD as extraction method. Moreover, this materials have been also useful to check

the determination limit established in the method.

The DD tecnique presented in this work has some advantages over other extraction methods,
mainly simplicity and econoemy in materials and working time. Furthermore, this tecnigue is at the same
time an extraction and purification method, that allows the detection of the residues present in the

extracts without previous steps.
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