
1~

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA ANIMAL 1

“DESARROLLO Y APLICACION DE NUEVAS TECNICAS

PARA EL ANALISIS DE AFLATOXINAS

EN LECHE Y PRODUCTOSLACTEOS”

SUSANA DIAZ SALVADOR

Memoria presentadapara optar

al Título de Doctor en Veterinaria

Directoresde la Tesis:

U Miguel Angel Moreno Romo

O. JoséLuis BlancoCancelo Madrid, 1993



ABREVIATURAS
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Todas las cosasdeben
hacersetan sencillas como
seaposible, pero no más
sencillasde lo que son.

Albert Einstein
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1. 1. AFLATOXINAS: GENERALIDADES

L 1. 1. Conceptoy origen

Las aflatoxinas (AF) forman parte del amplio grupo de metabolitos

secundariostóxicosproducidospor hongosfilamentosos,conocidogenéricamente

comomicotoxinas[Coto, 1990].

Sólo ciertas cepasde Aspergillusflavus y A. parasiticus son capacesde

sintetizaraflatoxinas,cuandolas condicionesambientalesy nutricionalesson las

adecuadas[Pohland y Wood,1987;Ñahm,1990].Noobstante,lascepasaflatoxigénicasdel

géneroAspergiflusson muy comunesy estánampliamentedistribuidasen la

naturaleza,sobretodoenzonasde clima cálidoy húmedo.Estoaumentaengran

medidael riesgode contaminaciónde alimentospor hongoscapacesde sintetizar

estas sustancias,fundamentalmenteen el caso de que las condiciones de

almacenamientode esosalimentosno seanlas adecuadas[Pohland y Wood, 1987].

La función biológica de las aflatoxinas, como la de la mayoría de los

metabolitossecundarios,no está clara. Se trata de compuestosde bajo peso

molecular,queseacumulandespuésde la fasede crecimientodelhongoy queno

son esencialesparala vida de ésteIBennet y Bentley,1989;Moss, 1992).

Se conocenmásde unaveintenade aflatoxinasdistintaspero relacionadas

estructuralmente.Estastoxinasprovienentanto del metabolismode los hongos

aflatoxigénicoscomode las transformacionesquesufrenestoscompuestosal ser

ingeridosy metabolizadospor los animales[Pohland y Wood, 1987]. Sin embargo,la

mayor parte de los estudios realizados sobre estas micotoxinas, desde su

descubrimientohasta la actualidad,se han referido fundamentalmentea las

aflatoxinasB~, E2, G~, G2, M1 y M2 [Butíer, 1974;1’ohland y Wood,1987].

Las cuatro primerastoxinas puedenencontrarseen numerosostipos de

alimentosy en proporcionesvariables;si bien la AP E1 aparecede forma general
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en mayorcantidadquelas otras,siendoademásla quepresentaun poder tóxico

másalto [Pohland y Wood,1987;Palgremy Rayes,1987;Coto, 1990]. Estascuatroaflatoxinas

hansidoconsideradasresponsablesde intoxicacionesenanimalespor consumode

alimentoscontaminadosdesdelos añossesenta[Asplin y Carnaghan,1961; Blount, 1961;

Loosmorey Harding,19611,aunquehayalgunasevidenciasquesugierenla intervención

de estasmicotoxinasen procesosde intoxicaciónregistradosantesde esasfechas

[Newberne y col., 1955;Burnsidey col., 1957].

La AP M1 esel primer productoconocidoprocedentede la metabolización

de las aflatoxinas por partede los animales.Allcroft y Carnaghan,entre 1962 y

1963, descubrieronque vacasalimentadascon harinade cacahuetecontaminada

con AP B1 secretabanen la leche un factor tóxico, con efectosimilar al de la

aflatoxinaingeridaenanálisisempleandopatitosdeundía [Allcroft y Carnaghan,19631.

Enestudiosposterioressecomprobóquetantola AP M1 comola AP M2 sepodían

aislar de la leche,orina,hígadoy riñón de variasespeciesde animales,incluido el

hombre,asícomodemaíz y cacahuetescontaminadospor hongos[Allcroft y col., 1966;

J-{oízapfeíy col., 1966;Campbeííy col., 1970; Krogh y col., 1973;Coulter y col., 1984;Heíferichy col.,

1986].

1. 1. 2. Estructura

La estructuraquímicade las aflatoxinasSí y G1, evidenciadaporAsaoy col.

en 1963, estáconstituidapor la fusión de un nucleocumarínicoy otrobifurano a

los queseañadenunapentanonaenel casode la AF B~ y un anillo ciclohexanoico

en la AP G1. La AF ~2 y AP G2 son dihidroderivadosde la AP B~ y AF G~

respectivamente[Palmgren y Rayes,1987].

La mayoría de las restantesaflatoxinasdescritasprocedentambiénde la

hidroxilación en diferentes puntos de la estructuramolecular de las cuatro

aflatoxinasprincipales.Tal esel casode la AP M1 y de la AP M2, derivados

4-hidroxiladosde la AF 5~ y AP B2 respectivamente[Paímgreny Rayes,1987)

(Figura 1.1.).
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La partemásreactivade la estructuradelas aflatoxinasesel aÑIlo lactónico.

Por otro lado, la existenciade un nucleo bifurano confiere a las moléculasde

aflatoxinaunagranrigidez, lo quefavorecela interacciónconalgunosComponen-

tes celularesIPalmgreny Have~, 1987].

Figura 1.1. Estructuraquímicade las principalesaflatoxinas.

O O

O O

o o

o o

o O

O O

o

OCH5

O

OCH1

o o

OCR,O O

o

OH

CH,O o

Introducción3



1. 1. 3. Actividad biológica

La importanciade las aflatoxinasresideensusefectosnocivosparala salud

de los animalesy del hombreya que se trata de sustanciasquepuedenactuar

comoagentestóxicos,carcinogénicos,teratogénicos,mutagénicose inmunosupre-

sores.

Los primeros análisis sobre la toxicidad aguda de las aflatoxinas se

realizaronen 1961 por Sargeanty col., empleandopatitosde un día. A partir de

entonceslos numerososestudiosllevadosa cabo,fundamentalmentecon la AF B1

por su mayorpodertóxico y frecuenciade aparición,hanestablecidoel carácter

predominantementehepatotóxicode estassustancias,tanto ensusefectosagudos

comocrónicos[Butíer, 1969, 1984;1’almgreny Hayes,1987].

La toxicidadagudade lasaflatoxinasseproduceporingestióndedosismuy

bajas si se comparancon otros tóxicos y cursa generalmentecon necrosis

periportal,hemorragias,degeneracióngrasadel hígadoy muertedel animal. Las

lesioneshepáticasy los síntomasgeneralesqueacompañanal procesohepatotóxico

varíanen las distintasespeciesanimales[Butler, 1974].

Laspropiedadescarcinogénicasde lasaflatoxinas(siemprerefiriéndonosen

mayor medidaa la AP ~ se han caracterizadoen la mayoríade los sistemas

biológicos, comprobándoseque el consumode dietas contaminadasde forma

naturalo la administraciónde lasaflatoxinaspor distintasvíasinducíala aparición

de tumoreshepáticosen la mayoría de los animales (peces,aves, roedores,

carnívorosy primates)[Palmgren y Hayes,1987;Coto,1990;Wogan, 1992].No obstante,las

aflatoxinas tambiénpuedenproducir alteracionesen riñón, aparatodigestivo,

cerebroy sistemainmune [Krogh, 1989].

En este sentido, y aunquelos estudiossobre la AP G1 han sido más

limitados,pareceser queestatoxina escapazde inducir conmayor frecuenciaque

la AF B1 tumoresrenales,a pesarde que su actividad tóxica es relativamente
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menor [Butíer, 1984].

La comparacióncuantitativa del potencialcarcinogénicode la AP B1 en

diferentesespeciesanimalespuedeestablecersemedianteel cálculo de la ID50, es

decir, el nivel de dosisconel cual seesperaqueel 50% de los animalestestados

desarrollenun tumorespecífico.La Tabla1.1. recogela TD50 obtenidaendiferentes

estudiosconroedores(Wogan,1992].

Tabla 1.1. TD~, vía oral de la AF B~ en distintasvariedadesde ratay ratón [Wogan. 1992].

TD~, (pg/Kg PV y día)

Especie g

Rata Fischer 1’3 7,5

RataWistar 5’8 6’9

RataPorton 3’1 12’5

RatónC3H >70

RatónSwiss 5’3

Conrespectoa la AF M1 existenvarios trabajossobresusefectostóxicosen

animalesde laboratorio.Sin embargo,comparadocon la AP B1, lo queseconoce

de sutoxicidad esrelativamentepoco.Estosedebea queenprincipio no fue fácil

contarconsuficientecantidaddelcompuestopurocomopararealizarestudiosde

toxicidad con gran número de animalesy a largo plazo. Por este motivo, la

mayoríadelos ensayosconAP M1 hansidodiseñadosparaperiodosdeexposición

cortoso amedioplazo [Van Egmond,1991]. No obstante,existenvariaspublicaciones

sobremétodosde obtenciónde forma natural de la AP M1, ya que las mezclas

sintéticasutilizadasen algunasexperienciasde toxicidad han demostradouna

disminuciónen el podertóxico de la sustancia[Hsieh y col., 1986].

Lasinvestigacionesrealizadashanpuestodemanifiestoquela DL30 vía oral

para patitosde un día en el casode la AP M1 esmuy similar a la de la AF %
(Figura 1.2.) [Holzaplel y col., 1966;Purchase,1967].

Introducción5



Figura 1. 2. 0L50 vía oral de las principalesaflatoxinasen patitosde un día.

1
a

En relacióna la carcinogenicidadde la AF M1 sehanllevadoa cabovarios

estudiosdespuésdecomprobarla similitud tanto estructuralcomo toxicológicade

estatoxina con la AF B1 [vanEgmond, 1991]. Las investigacionesmásimportantes

sobrelos efectoscrónicos de la AF M1 sehanefectuadoempleandoratas.

En un primer estudio realizado por Wogan y Pagialungaen 1974, se

administróa un lote deratas25 pg deAF M1 sintéticamedianteintubación,cinco

díasa la semanaduranteocho semanas.Transcurridoel tiempo del ensayouna

parte de los animales desarrollarontumores hepáticosy la otra evidenciaron

lesionespreneoplásicasen el hígado.

Un segundoestudioserealizóadministrandoa ratasvíaoral toxinanatural

a dosis de 50 Hg/Kg duranteun periodo entre 19-21 meses.Los resultados

obtenidosfueronla apariciónde nódulosneoplásicosenel hígadodel 16% de los

animales,desarrollandocarcinomasintestinalesel 5% de los animalesrestantes

[Gullen y col., 1987J.

La conclusiónqueseobtienedeestasexperienciasesquela AF M1 presenta

propiedadeshepatotóxicasy carcinogénicas.De forma cuantitativaparecequeel

Ah~ns
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efectotóxico agudoenroedoresesligeramenteinferior al producidopor la AF B1,

siendola actividadcarcinogénicasensiblementemenor [Van Egmond,1991;Stoloff, 1980].

La Tabla 1.2. muestraalgunosde los estudiosrealizadossobre la inducción de

tumoresen animalestrasla administraciónde AP B1 o AP M1 [Coto, 1990].

Tabla 1.2. Estudiossobre la producciónde hepatomasen distintas especiesde animales

sometidosa la accióndela AF E, o la AP M, administradaspor diferentesvías [Coto, 1990].

Especie AF Dosis Duración Incidenciade

hepatomas

Ratón E~ 3 mg/Kg ip. 82 semanas 28/29

Rata(macho) 1 mg vía oral 42-58 semanas 18/18

Rata E~ 1 mg/Kg en dieta 41-64 semanas 18/21

Cuppy E, 6 mg/Kg en dieta 11 meses 7/11

Trucha común E~ 4 pg/Kg endieta 16 meses 14/40

Trucha arcoiris E1 8 pg/Kg en dieta 16 meses 32/40

Pato E1 30 pg/Kg en dieta 14 meses 8/11

Mono E, 53-1369mg total en dieta 45-145meses 3/9

Mono 8, 99-1354mg total en dieta 39-147 meses 8/13

Rata (macho) M, 1 mg en dieta 100 semanas 1/29

Rata (macho) M1 50 pg/Kg en dieta 16-19 meses 2/31

Truchacomún M, 4 pg/Kg en dieta 12 meses 6/46

Trucha arcoiris M, 16 pg/Kg en dieta 12 meses 30/43

Con respectoa la AP M2 las investigacionesson másescasas,debidoa que

su incidenciaen alimentoses inferior y a que las cantidadesque aparecenson

mucho másbajas.En cualquiercaso los estudiosrealizadosdemuestranque el

podertóxico deestamicotoxinaesinferior al de la AP M1, igual queocurreconlos

dihidroderivadosde las aflatoxinasB1 y G1 (AP ~2 y AF G2 respectivamente>[Van
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Egmond,1991;Stoloff, 1980].

En lo que se refiere a la capacidadmutagénicade las aflatoxinas,estudios

realizadospor Wong y Hsieh [1976],empleandoel test de Ames con Salmonefla

typhimurium,demostraronquesi setomabacomo100 el valor de mutagenicidad

relativade la AP B1 el resultadoparala AF G1 y la AP M1 correspondíaaproxima-

damenteal 3% de esevalor.

El efectoteratogénicoseha investigadocasi conexclusividaden la AP B1 y

se ha comprobadoque varía mucho según la especieanimal. En los estudios

realizadosse ha descrito la apariciónde efectosteratogénicosen ratas,poílos y

cricetos,pero no asíen ratones[Di Paoloy col., 1967].

De igual manera,el papelinmunosupresorde las aflatoxinasseha venido

estudiandoen mayormedidaen la AP B1, medianteensayostantoin vdro como in

VIVO [Corrier. 1991]. Sesabequela ingestióndeestassustanciascausaatrofiadel timo

y de la bolsade Fabrizioen poííosy pavos [Thaxton y Hamilton, 1971] y supresiónde

la inducciónde la mitosis en linfocitos 1 y U humanosy bovinos [Corrier, 19911.

Asimismo, enalgunasespeciesanimalesseproduceunareducciónen la cantidad

de inmunoglobulinassintetizadasy enla actividaddel complemento[Panangalay col.,

1986;Thurstony col., 1986,1989;Pestkay Sondy,1990;Corrier,1991]. Todosestosefectostienen

su origenen la alteraciónde la síntesisproteicaocasionadapor las aflatoxinasy

quetranstornala proliferacióny diferenciaciónnormalde las célulasdel sistema

inmune, la síntesisde mediadorescomo las interleuquinasy la producciónde

anticuerpos[Thurston y col., 1986;Corrier, 19911.

Los efectosnegativossobrela inmunidadoriginadospor las aflatoxinasse

traducenen unamenor resistenciaa la infección por diversosagentespatógenos,

asícomo en la disminuciónde la funcionalidadde los mecanismosnaturalesde

control sobre las célulaspretumorales[Corrier, 1991].

La toxicidaddelasaflatoxinasesmuyvariable,dependiendoprincipalmente
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de la vía de metabolizaciónde estassustanciasen el organismoy de la toxicidad

de los metabolitosresWtantes.Otros aspectos,ademásde la especie,que influyen

en la intensidady variabilidadde los efectostóxicosde las aflatoxinassonla raza,

edad,sexo(ligado a factoresendocrinos)y estadode saludy nutricióndel animal

[Palmgren y 1-layes, 19871. En este sentido, la influencia que ejerce la dieta en la

toxicidadde lasaflatoxinasesfunciónprincipalmentedesucontenidoenproteínas

y vitamina A, que actúancomo agentesprotectoreshepáticosy del contenidoy

composiciónde los lípidos de la dieta, ya que los lípidos ricos en ácidosgrasos

insaturadosprotegenfrentea la acciónde las aflatoxinas[Dirr, 1987;Palmgreny Hayes,

1987; Corelick,19991.

1. 1. 4. Mecanismode acción

Comoseha mencionadoen el párrafoanterior,el metabolismodesempeña

un papelmuy importanteenel mododeacciónde lasaflatoxinas.Seconocedesde

hacetiempoquelasaflatoxinasingeridassonactivadasporlasenzimasdelsistema

oxidativomicrosomal,primero enel hígadoy probablementedespuéstambiénen

otros órganosIGorelick, 1990;Chu, 1991].

Aunqueestesistemaenzimáticoescapazdedetoxificaruna gran variedad

de compuestosmediantereaccionesde hidroxilación y favorecerasí su excreción

posterior,algunassustanciasse conviertenen másreactivas,máselectrofílicasy

soncapacesdeunirseadistintasmacromoléculasalterandosusfunciones[Palmgren

y Hayes,1987;Chu, 1991].

Estees el casode la AP B~ que, en una primera fase, se convierteen un

derivadoepóxidodecorta vida pero de granreactividad,quees capazde formar

conjugadospor unión a proteínas,ácidosnucléicosu otros compuestoscomoel

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

La formación de conjugadoscon ADN se produceoriginalmenteen la

posiciónNi de la guaninay sehandescritovarios conjugadosnaturalesa partir
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de aflatoxiriasdiferentes;entreellos estánel conjugado8,9 dihidro-9-hidroxi(N7-

guanil>AF ~ el conjugadoAP M
1-N-7 guanina,el conjugadoAF P1-N-7 guanina,

etc [Essigmany col., 1977;Croy y col., 1978;Autrup y col., 1985;Hsieh y col., 1988;Chu, 1991;Wogan,

1992].

En cualquiercasopareceserqueexistenvariosfactoresquedebenmodular

la formacióndeconjugados,fundamentalmentedelepóxidode la AF 13~ y el ADN

y conello la susceptibilidadde lasespeciesa la carcinogénesis.En estesentido,los

mecanismosde competenciaenla uniónaácidosnucléicos,queseestablecenentre

el glutation y el compuestoactivadode la AF 81, danlugar a unareducciónenel

potencialcarcinogénicode estaaflatoxinaen aquellasespeciesquepresentanuna

mayor capacidadparala formaciónde conjugadoscon glutation [Palmgren y Rayes,

1987;Gorelick, 1990;Chu, 1991].

Los intermediariosformados tras las reaccionesde hidroxilación de las

aflatoxinaspuedenserexcretadospor distintasvías [1’almgreny Rayes,1987;Chu, 1991].

La mayoríade ellos, así comola fracciónde aflatoxinaingeriday no hidroxilada,

sedetectannormalmentecomoconjugadoscon ácido glucurónicoo sulfatos [Wei

y col., 1985a,b]. Así por ejemplo, la AF M1, que es un metabolito formado por

hidroxilaciónen la posición4- de lasmoléculasdeAP B~, sehadetectadoenforma

de conjugadoconácido glucurónicoen excrecionesde polío [Mabeey Ghipley, 1973].

En algunasespeciesotra posibilidadconocidadentrode la metabolización

de las aflatoxinasesla queconducea la formaciónde aflatoxicol.Ésteseproduce

a partir de la AP B1 enunareaccióndereducciónmediadapor unadeshidrogenasa

NADHP dependiente.El interésprincipaldel aflatoxicol,apartede tratarsede uno

de los metabolitosmástóxicos, es que su reacciónde formación es reversible,

sirviendo de reservoriode AP 81 en los animalesque lo producen.Una reacción

similar ocurreen el casode la ingestiónde AP M1 y la formacióndesu metabolito

aflatoxicol M1 (AFL M1) [Palmgren y Hayes,1987;Corelick,1990]. Lasdistintasposibilida-

desdemetabolizaciónde la AF B~ seresumenen la siguientepágina(Figura 1.3.).
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Figura 1.3. Transformacionesmetabólicasposiblesde la AP B1 [Palmgreny Hayes,19871. La

flecha continuaindica reaccionesmediadaspor oxigenasasmicrosomales,la flecha continuagruesa

reaccionespordeshidrugenasasmicrosomales,la flechadepuntosreaccionesquímicasdirectas,la Flecha

discontinuaotrasreaccionesy la flechapunteadagruesareaccioneshipotéticas.
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En resumen,la diferentesensibilidadde los animalesa la accióntóxica de

lasaflatoxinasdependede aspectosdesucinéticacomoson: la diferenteabsorción

a travésdel tractodigestivo[Kumagai, 1989] (por ejemplo,enel casode la molécula

de AF M1 al tratarsede un compuestomás polar que la AP B1 su nivel de

absorciónintestinalesmenor),la distribución enel organismoy los mecanismos

demetabolizacióny excreciónutilizadospor lasdistintasespeciesanimalesI1-lelferich

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

Los efectosprincipalesqueconlíevala uniónde lasaflatoxinasamacromolé-

culas son la alteración en la síntesis de ADN, ARN y proteínas (enzimas,

inmunoglobulinas,interferón...)[Thaxtony Hamilton,1986;Halachandrany Ramarkishnan,1988;

Thurstony col., 1989].Estoconlíevala apariciónde cambiosen la permeabilidadde la

membranamitocondria!,disgregacióntemporalde los ribosomas,disminuciónen

la respiracióncelular por desacoplamientoen el mecanismode fosforilación

oxidativae interrupcióndel transportede electrones,alteraciónde la glicolisis y

gluconeogénesisasí como disminución en la actividad de ciertashormonasal

establecerseunacompetenciapor los receptoresespecíficos(se sabequela AP M1

incluso en cantidadesmuy bajas compite con el estradiol por los receptores

localizadosen el útero) [Palmgren y Hayes,1987].

Asimismo,la formaciónde compuestosdegran reactividadqueseunena

los ácidos nucléicos (fundamentalmenteADN mitocondrial) es responsabledel

podercarcinogénicode las aflatoxinas.Estoscompuestosactúancomo agentes

genotóxicos[Autfray y Eoutibonnes,1986;Odugbesany col., 19881,dandolugar adoslesiones

premutacionalesdiferentes,quepuedenconllevara la activaciónde oncogenesy

a la iniciaciónde un procesotumoral [Palmgreny Rayes,1987;Chu,1991;Wogan,1992]. La

primera de estaslesionesseorigina tras la eliminaciónde forma espontáneao la

reparaciónenzimáticade las posicionescon conjugadosepóxido-N-7 guanina,

dando lugar a sitios apuríicosdondela adeniina tiene una gran afinidad por

insertarseen la posición correspondientede la cadenaopuestadel ADN. Esto

puededar lugar a una mutaciónpor sustituciónde un par de basesG-C por un

par T-A. La segundalesiónpremutacionalseproduceal originarseun derivado
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formamidopirimidínico resistentea los procesosde reparaciónen.zimáticadel

ADN, quepuededarlugar a mutacionessi estápresenteen la fasede replicación

del ADN [Palmgren y Rayes,1987;Chu, 1991;Wogan, 1992].

1. 1. 5. Importanciaeconómica

La evaluaciónde las pérdidaseconómicasderivadasde la presenciade

aflatoxinasenalimentosescompleja,debidoa quesonmuchoslos factoresquehay

queteneren cuentapara poderrealizarla valoración[Burdaspal, 1984].

Por una parte,la detecciónde materiasprimaso alimentoscontaminados

puedeocasionardesdela pérdidaabsolutadel productoo cultivo a la pérdidade

mercadoso la disminuciónde ingresospor la venta de las mercancíasa menor

precio [Burdaspal, 1984;Palmgreny Rayes,1987;Moss,1991].

Hay queteneren cuentaquela trascendenciade estoshechosen algunos

paisesproductoresesa vecesnotablementeelevada,sobretodosi seconsideraque

muchosde estospaisesestánen víasde desarrolloy su mayor fuentede ingresos

esla exportacióndemateriasprimasparala elaboracióndealimentos.Además,en

la mayoríade los casoslos paisesafectadospresentanunaclimatología favorable

parala producciónde aflatoxinasy muchasveceslos sistemasde almacenamiento

y procesadono son los másadecuados[Burdaspal, 1984;Moss, 19911. Un ejemplodel

problemaque puedeplantearla contaminacióncon aflatoxinas lo tenemosen

Turquía,quevio cerradosumercadodehigossecosentoda la regiónescandinava

por detectarseaflatoxinasen un 30% de las muestrasanalizadas[Steiner y col., 1988;

Moss, 1991).

Cuandosedetectala presenciaenpartidasagrícolasdeestasmicotoxinasen

concentracionessuperioresa las establecidaspor la legislacióno, en sudefecto,a

las recomendadaspor diferentesorganismos,existenpocasalternativas[Burdaspal,

1984;Moss, 199111.Unadeellasesla destruccióntotal delproductocontaminado,como

ocurrió a finales de los añossetentaen Arizona dondese tuvieron quedestruir
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miles de galonesde leche [Kuhn, 1978,citadoen Palmgreny Rayes,1987].

En otros casos (semillas o forrajes fundamentalmente)es posible el

tratamientoconagentesdetoxificantes[MÉiller,1983] comoel peróxidodehidrógeno

fApplebaumy Marth, 1982], aldehídos[Codifer y col., 1976; Heimbechery col., 1988], procedi-

mientos de amoniación[Gardner, 1971; Park, 1984], etc. Entre estastécnicasla más

recomendablepor susefectosy viabilidad económicaes el empleode amoniaco.

Los productostratadosde esta forma reducensignificativamentesus nivelesde

contaminaciónsiendósegurosparala alimentaciónde animales[Norred y Morrissey,

1983]. Por ejemplo, existen estudios con resultadosmuy favorables sobre el

tratamientodepiensoscontaminadosconAF B1 destinadosposteriormenteparala

alimentaciónde ganadovacuno[Mckinney y col., 1973]. En estosestudiossecomprobó

unadisminuciónconsiderablede la cantidaddeAF M1 secretadaen leche por los

animalesqueconsumieronlos piensosdetoxificados[Frémy y Quillardet, 1985].

No obstante,el empleo de sistemasde detoxificación no es rentable en

determinadoscasos por encarecerel producto. Además,estos sistemasno se

utilizan parael tratamientode los alimentosdestinadosal consumohumanopor

producirsealteracionesen la calidadorganolépticade los mismos.A estoseañade

la falta de estudiossobre la posible toxicidad en el hombre de los derivados

formadospor amoniación,lo queha supuestola prohibicióndel empleode este

sistemade detoxificaciónenEstadosUnidospor recomendaciónde la FDA (Food

andDrug Admiistration> [Lee, 1989].

Otro aspectoimportanteque sesumasonlos gastosderivadosdel uso de

procedimientosde vigilancia y control para la detecciónde aflatoxinas en

alimentos,asícomode la investigaciónsobretoxicologíay métodosde análisisde

estassustancias[Burdaspal, 1984].
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Porotro lado,esnecesarioconsiderarlas pérdidaseconómicasderivadasde

la aparicióndebrotesde intoxicaciónenanimalesdeabasto.Estetipo depérdidas

sonmuy altascuandoseproducela muertede un elevadonúmerode animales.

No obstante,y dado que los casos de intoxicaciones masivasno son muy

frecuentesen la actualidad,hay que tenermás en consideraciónel efecto del

consumoreiteradode pequeñasdosisde aflatoxinaspor los animales [Burdaspal,

1984]. Esto se traduce, como hemos señaladoanteriormente,en una mayor

susceptibilidadfrenteaprocesosinfecciososyparasitarios,comoson:salmonelosis,

brucelosis,listeriosis, coccidiosis,fasciolosis,candidiasis,etc [I’anangala y col., 1986;

Thurston y col., 1986; Corrier, 1991], pérdidasen la productividadde los animalesy

retrasoenel crecimiento,entreotrasconsecuenciasmuchomásdifícilesdevalorar

desdeel puntodevista económico[Panangalay col., 1986;Harveyy col., 19893.

1. 1. 6. Importanciasanitaria

Desdeel puntodevistasanitariopodemosconsiderarquelasaflatoxinasson

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

consumodirectodeproductosagrícolascontaminados(maíz,cacahuetes,etc)como

del consumodeproductosanimalesquecontenganresiduosdeaflatoxinas,Eneste

casolos alimentossusceptiblesde presentarcontaminaciónvaríandesdela leche

y susderivados,hastala carne,hígadoo inclusohuevos(estoúltimo demostrado

experimentalmente),aunqueel riesgoreal provienede la ingestiónde productos

lácteos contaminados.Estudiosbasadosen los conocimientossobre la tasa de

conversiónde las aflatoxinasensusderivadosy en los patronesde la dieta de las

poblacionesparecendemostrarque el riesgo tóxico por consumode productos

contaminadosde origenanimal se encuentraen el mismoordende magnitudo

menor que el derivado de la ingestión de productoselaboradosa partir de

vegetalescontaminadosconaflatoxinas [Kuiper-Goodman, 199111.
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La incidenciade las aflatoxinasen la saludde los animalesesmásfrecuente

que en la del hombredebidoa que,por el tipo de dieta queconsumen,estánmás

expuestosa ellas.No obstante,endeterminadaszonasdeAfrica y Asia el contacto

del hombreconlas aflatoxinasesbastantealto, registrándosecasosde intoxicación

aguday crónica [Kuiper-Goodman, 19911.

En el hombre,lasaflatoxinashansidoincriminadasen la etiologíade casos

dehepatitisaguda,síndromedeReye,cirrosisenniños malnutridosy kwashiorkor

LSerch-Hansen,1970; Campbelly Stoloff, 1974;Austwick, 1984;Dc Vries y col., 1990]. La mayoría

de estos procesosafectanprincipalmentea los niños ya que son mucho más

susceptiblesquelos adultosa los efectosde las aflatoxinas,debidoa su menor

peso,menorcapacidadparala detoxificación,metabolismomásrápidoy desarrollo

incompletode diversostejidos y órganos[Kuiper-Goodman, 1991].

Otroaspectoquedebeconsiderarseesla implicacióndelasaflatoxinascomo

agentesde riesgolaboral,principalmenteenagricultores,químicoso personalde

laboratorioque trabajeconestassustancias.En estesentido,el conocimientosobre

la presenciade estassustanciasen forma de aerosolesy su posibleefectoesaún

escaso.Algunos estudioshan proporcionadoevidenciascircunstancialesde la

asociaciónentrela exposicióna polvo contaminadocon aflatoxinasy el desarrollo

de cáncer en el hombre [Deger, 1976; Dvorackova, 1976]. Otras investigacioneshan

evaluadola cantidad de aflatoxinas presenteen la atmósferay el polvo, en

granerosy otros localesdondesealmacenabanalimentos,encontrándoseniveles

superioresa 600 ng/m3 [Burg y Shotwell, 1984],que suponíanla inhalaciónde 120 ng

en unajornadade trabajode ocho horas [Sorenson,1990].

Asimismo, en 1983, Wicklow y Shotwell estudiaron la presencia de

aflatoxinasen los conidios de cepasde Aspergillus productorasde estastoxinas,

encontrandonivelesde mg/Kg. Estos estudiossugierenla posibilidadde añadir

otro factor de riesgoen trabajadoresagrícolasque seencuentreen contactocon

hongos.
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A pesarde la necesidadde realizarmásinvestigacionessobreel riesgode

exposicióna las aflatoxinasen lugaresde trabajo, sobrelos efectostóxicos de la

inhalación de estassustanciasy sobre la implicación de otros factoresen tales

efectos,esposibleafirmarqueexisteunriesgopotencialenciertasprofesionesque

debetenerseen cuenta[Sorenson,19901.

El aspectomásimportantey controvertidosobreel riesgodel consumode

aflatoxinaspor el hombrees la relaciónde estassustanciascon el desarrollode

tumoreshepáticos[Hsieh, 1989; Stoloff, 1989;Bruce, 1990; Wogan, 1992). La AP B1 no fue

consideradaformalmente como carcinógeno para el hombre por la IARC

(InternationalAgencyfor Researchof Cancer)hasta1987.Los aspectosquedebían

tenerseen cuentapara decidir la inclusión de la AP B1 dentro del grupo de

sustanciasconsideradascomocarcinógenoshumanoseranlos siguientes[Hsieh,19891:

- Incidenciade las aflatoxinasen alimentosde consumohumano.

- Gradode exposicióndel hombrea las aflatoxinas.

- Correlaciónentrela ingestiónde aflatoxinasy la formaciónde tumores.

- Reproductibilidadde los efectosen animales.

- Establecimientode un modeloanimal quesirvieraparaexplicar el modo

de acciónde las aflatoxinasen el hombre.

Como ya hemos mencionadoen otros apartados, las aflatoxinas y

fundamentalmentela AF B1 son carcinógenospotentes en muchas especies

animales.No obstante,algunasespeciesde primates y el ratón son bastante

resistentesa la accióncarcinogénicade las aflatoxinas,a pesarde que algunos

estudioscon estos animaleshan demostradola apariciónde tumoresinclusoen

localizacionesdiferentesal hígado:adenosarcomadepáncreas,osteosarcomas,etc

[Hsieh, 1989].

Se hanempleadovariosmodelosanimalesconla finalidad deextrapolaral

hombreel mecanismode acciónde las aflatoxinascomprobadoen esossistemas.

Los estudiosrealizadoscon primates y concretamentecon mono Rhesushan

demostradola produccióndeAF Q1 comometabolitomayoritario,siendotambién
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estaaflatoxinala quesedetectaenmayor cantidaden la orinahumana[fluchí y col.,

19745.Estosestudioshacenpensarqueel modeloexperimentalconprimatespuede

servir paraexplicar el mecanismode acciónde las aflatoxinasen el hombre.

Conrespectoa la correlaciónentrela ingestióndeaflatoxinasy el desarrollo

de tumoreshepáticos sólo ha sido posible obtenerdatos mediante estudios

epidemiológicos,a menudocontrovertidos,la mayoríarealizadosenAfrica y Asia

y en los cualesmuchasvecesno sehantenidoen cuentaotrosfactoresconcurren-

tes[Hsieh, 1989;Stoloff, 1989;Bruce,1990]. El principal factordeconfusión,quepermanece

hastala actualidad,es[a elevadaprevalenciadelvirus de la hepatitis5 (VHS) en

laszonasdemayorincidenciaen la aparicióndetumoreshepáticos.A partir de las

primerasinvestigacionesalgunosautoresatribuyerona las aflatoxinasel papel

principalenel desarrollodelcáncer,mientrasqueotrosestablecieroncomoagente

etiológico primario al VHB.

Los argumentosa favor de las aflatoxinas como agentesetiológicos

primariosen el cáncerhepáticosebasanenvariosestudiosrealizadosenAfrica y

Asia en los añossetenta,en los que se comprobóunarelaciónentrela presencia

de aflatoxinasen la dieta y el desarrollodetumoreshepáticos[Bruce,1990]. En este

sentido,el establecimientodeprogramasdecontrolsobrelasaflatoxinasenalgunos

paisesafricanoshahechodecrecersignificativamentela aparicióndecáncerhepáti-

co [Bijlsma, 1981; Haringtony col., 1983; Hsieh, 1989].

Por otro lado, varios autoreshan cuestionadola validez de los estudios

epidemiológicosanterioresdebido a que en ellos no se tenía en cuentala alta

prevalenciadelVHS enlas zonasgeográficasestudiadas,ademásdesermuydifícil

calcularel gradodeexposicióndelhombrealas aflatoxinas[Stoloff, 1989].Asimismo,

investigacionesrealizadasen el sudestede EEUU, dondela tasade ingestiónde

aflatoxinas era elevada y la prevalencia del VHB reducida, mostraron una

incidenciade tumoreshepáticosmuy baja,lo quehacíapensarenel VHS comoel

agenteetiológico primario del cáncerhepático [Hsieh, 1989; Stoloff, 1989; Bruce, 1990;

Wogan,1992].
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Másrecientementelas tesisapuntana quelas aflatoxinasseanun cofactor

junto con el VHB en el desarrollodel cáncerprimario hepático [Harris y Sun, 1984].

Estaafirmaciónsebasa,entreotrosestudios[I’eersy col-, 19871,enensayosrealizados

en China, dondeexiste una elevadatasa de infección por el VHB y una alta

incidenciade tumoreshepáticos.No obstante,el mayornúmerode muertespor

cáncerhepático se registraen aquellaszonas del país donde la ingestiónde

aflatoxinaspresentaun nivel alto [Stoloff, 1989; Bruce, 1990; Wogan, 1992J. Asimismo,

estudiosrealizadosempleandopatos,quesonhospedadoresnaturalesdeun virus

estrechamenterelacionadoconel VHB de humanos,handemostradoquecuando

seles administrabaunadietacontaminadaconaflatoxinasel númerodeanimales

quedesarrollabantumoreshepáticoseramayor y el porcentajede supervivencia

a dosismásaltasde aflatoxinadisminuíasensiblemente[Goya y col., 1990].

Uno de los principalesproblemasparadilucidar el papel concretode las

aflatoxinasy delVHB en el desarrollodelcáncerprimariohepáticoesla dificultad

endeterminarla exposicióndelhombrea las aflatoxinas[Kuiper-Goodman, 19911. Por

estemotivo los estudiosmás recientes,desdefinales de los añosochenta,están

tratandode analizar la presenciade metabolitoscomo la AP M1 y AP Q1 y

conjugadosde aflatoxinas,en fluidos humanos(orina y suero),que sirvan para

valorar la exposicióna las aflatoxinasen el periodomásextensoposible [Frémy y

Quillardet, 1985; Autrup y col., 1987; Liu y col., 1990;Sabbioniy col., 1990; Skipper y Tannenbaiím,

1990;Sabbioniy Wild, 1991;Kuiper-Goodman,1991;Wogan,1992]. Así por ejemplo, el análisis

de la presenciade AP B~ en orina da ideade unaexposiciónmuy reciente(2448

horas),ya queestatoxinaensuformaoriginal seexcretamuy rápido.En contraste,

se ha demostradoque la AF E1 se une covalentementea la albúminamediante

enlacescon la moléculade usina [Okaye y col., 1990]. La vida mediade la albúmina

esdeunosveintedíasy estopermitela acumulaciónde conjugadosde formaque

se puedeteneruna ideade la exposicióna máslargo plazo. El conjugadode la

AP B1 y la albúminapuedeevidenciarseen suerosanguíneo,existiendorelación

entrelos nivelesde esteconjugadoy el quese producecon ADN lo que puede

servir comoreferenciaparareflejar el gradode dañohepático [Gany col., 1988;Wild

y col., 199011.
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Los sistemasde detecciónde estosindicadorestambiénseestánperfeccio-

nando,empleándoseactualmentemétodosinmunológicos(ELISA, cromatografía

de afinidadcon anticuerposmonoclonales)y químicos(cromatografíaencapafina

y cromatografíalíquida de altaeficacia) [Croopman y col., 1985;Liu y coL, 1990;Sabbioniy

col., 1990;Wilcl y col., 1990].

La aplicaciónde marcadoresdel gradode exposición,como puedeser el

conjugadode AP B1 y albúmina,conjuntamentecon el estudiodel VHB puede

servir para clarificar el papel de cadauno de estosfactoresen la etiología y la

patogeniadel cáncerprimario hepático[Kuiper-Goodman, 1991].

1. 2. PRESENCIA DE AFLATOXINAS EN LECHE Y PRODUCTOS

LACTEOS

La leche y susderivadosconstituyenel principal grupo de alimentosde

origenanimalsusceptiblesdecontaminaciónpor aflatoxinas.Lapresenciadeestas

sustanciasendichosproductospuedeserel resultadodedosformasdecontamina-

ción [Blanco y col., 1989a;Van Egmond,1991]:

a. Directa: debidaal crecimientoen el productode hongosaflatoxigénicos

y producción de toxinas, siendoel queso el derivado lácteo que con mayor

frecuenciapresentaesteproblema.Las aflatoxinasquesedetectanmayoritariamen-

te en estetipo de contaminaciónson:AP B1, AP G1, AP B2 y AP G2, de entrelas

cualesla másimportante,comohemosmencionadoenel apartadoanteriordeesta

introducción,esla AP B~ [Bullerman, 1981;Blanco y col., 1
989a;Van Egmond,1989b y 19911.

b. Indirecta:derivadadel consumopor partede animalesen periodode

lactacióndealimentoscontaminadosconaflatoxinas,lo queda lugar ala aparición

en la lechede estos animalesde diversosmetabolitostóxicos. Este esprincipal-

menteel casode la contaminaciónde leche y derivadoscon AP M
1, pudiendo

aparecer,aunqueen cantidadesmucho menores,AP M2, AF GM1, AP GM2,

AFL M1, AP B1 y AP M4 [Blanco y col., 1989a; Van Egmond, 198%, 1991). Este último
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metabolitofue detectadorecientementeen leche [Lafont y col, 1986a1,apareciendo

junto con la AF M1 en una proporcióndel
160/o con respectoa ésta [Lafont y col.,

1986b1.Estudiosposterioreshandemostradoquela AF M
4 seproducein vitro por

cepasde A. parasiticus y su toxicidadaguday crónica parecesermayorquela de

la AP ~ [vanEgmond,198%].

La cantidadde aflatoxinaqueapareceen los casosdecontaminacióndirecta

de los alimentosesnormalmentemuy superiora la resultantede la contaminación

indirecta [Blanco, 1986; Blanco y col., 1989a; Kuiper-Goodman, 1991]. No obstante, la

contaminacióndirectano suelerepresentarun problemaya queel crecimientode

hongosaflatoxigénicosenun alimentoda lugarennumerososcasosaalteraciones

organolépticasdel mismo y a su rechazopara el consumo.Sin embargo,no es

posible garantizarque la ausenciade hongos aflatoxigénicosen un producto

asegurequeésteseencuentrelibre de aflatoxinas,ya queestassustanciaspueden

persistirdespuésde que los hongoshayandesaparecido[Blanco, 1986; Blanco y col.,

1989aj.

La contaminaciónindirectade productoslácteoscon AF M1 representaun

problemagrave,debidoa la alta frecuenciaconque seha detectadoennumerosos

paisesy al riesgopotencialde producirseefectostóxicoscrónicospor el consumo

reiteradodealimentoscontaminadoscondosisbajasdeestaaflatoxina.Un aspecto

muy importantea teneren cuentaesquela lechey susderivadosson productos

con un alto nivel de consumoy representanunaparteesencialen la elaboración

de alimentosinfantiles, con el riesgotóxico queestoconlíeva [Van Egmond,1991].

1. 2. 1. Contaminaciónindirectade la lechey productoslácteoscon AF M1

1. 2. 1. 1. Transformación de la AF B1 en AF M1: nivel y factores que

afectan

Desdeel descubrimientode la AP M, sehanrealizadonumerososestudios

para establecerel nivel de conversiónde la AP B1 ingerida en su metabolito
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mayoritarioen leche.El primerestudiosobreestatransformacióndatade 1964 y

fue realizadopor Van der Linde y col., empleandocuatrovacasa las que se

admiistró diariamente2 Kg de piensocontaminadocon AP U1 a un nivel de

4 mg/Kg, durante18 días. La AP M1 se detectóa las 12 horas de la ingestión,

representandoun valor menordel 1% de la AF U1 ingeriday desapareciendotres

días despuésde dejar de administrarla dieta. Despuésde esteestudiose han

realizadomuchosotros,oscilandolos valoresde transformaciónentreel 0’2 y el

3% de la AP B1 ingerida [Patterson y col., 1980;Tripet y col., 1981a;Blanco, 1986].

No obstante,muchosdeestosestudiossehanllevadoa caboadministrando

a los animalesnivelesde AF U1 muy superioresa los establecidoscomotolerados

paraalimentaciónanimal y que no suelenpresentarsefrecuentemente.Asimismo,

hay que considerarlas diferenciasdebidasa los distintos límites de deteccióny

recuperaciónde las técnicasanalíticasempleadaspor distintos autorespara la

detecciónde la AF M1 [Van Egmond,19891,, c11.

Los límites medios de aflatoxinasadmitidospara las racionesde ganado

lecherooscilannormalmenteentre10 y 20 pg/Kg [Park y Njapau, 1989;Van Egmond,

1989b]. Son pocaslas investigacionesque hanajustadoa esosniveleslas raciones

suministradasa animales con objeto de establecerla conversiónde AP U1 en

AP M1, a pesarde que los resultadosseríanmás representativosdel riesgo de

contaminaciónindirecta por esta aflatoxina, sirviendo, asimismo, para poder

establecerlas medidaslegislativasoportunas.

En cualquiercaso,la transformaciónde AP U1 enAF M1 dependede varios

factores,relacionadoscon la alimentación(cantidad,característicasdel alimento

consumido y nivel de dosis de AP U1), metabolismo del animal (nivel de

producción,fasede la lactación,especie-se sabeque la oveja secretaAF M1 en

menorcantidadque la vacapero la secreciónseinicia antes-,raza,momentodel

día...) y otros factores(manejoy estacióndel año) [Blanco, 1986;Blanco y col., 1989a].
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1. 2. 1. 2. Estabilidad de la AF M1 en productos lácteos

Existeun gran númerode estudiosacercadel efectosobrela AF M1 de los

procedimientosempleadosen la elaboracióny conservaciónde la leche y sus

derivados.

Con respectoa los tratamientostérmicoslos estudiosiniciales mostraron

resultadosbastantecontradictorios,peroengeneralla mayoríade los autoresestán

de acuerdoen afirmar que el tratamientotérmico de la leche (pasterizacióno

esterilización)no afecta significativamentea la AP M1 [Kiermeier, 1973; Stoloff, 1980;

Wisemany Marth, 1983a]. Lasdiferenciasobservadasen los resultadossehanatribuido

a la variabilidaden los parámetrosanalizados,al empleode distintastécnicasde

deteccióny a la forma de contaminaciónde las muestrasde leche [Yousefy Marth,

1989].

En relación a los procesosde conservacióna bajas temperaturaslos

resultadossontodavíamáscontradictorios.Pareceser quela formade contamina-

ciónde la lecheinfluye decisivamenteenlos resultados.Así por ejemplo,Kiermeier

y Mashaleycongelarona -18 oc durante6 díasleche artificialmentecontaminada,

obteniendounadisminucióndel contenidodeAP M1 al 32%. Cuandoestosautores

emplearonlechecontaminadade forma natural la pérdidafue del 2-8% {Kiermeier

y Mashaley, 19771. No obstante,otros estudioshandemostradola estabilidadde la

AP M1 duranteel almacenamientoen refrigeración y congelaciónde varios

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

La estabilidadde la AP M1 durante la elaboracióndel yogur ha sido

demostradapor numerososautores,empleandoleche contaminadade forma

artificial y natural [Wiseman y Marth, 19831,; Frémy y Ghu, 1984; Blanco y col., 1993]. Estos

resultadossecorrespondenconlos obtenidospor otros autoresqueestudiaronel

efectosobrela AP M1 de condicionesácidassimilaresa las producidasdurantela

elaboracióndel yogur [Wiseman y Marth, 1983a]. Asimismo, otras experienciashan
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puestode manifiestola estabilidadde estasustanciadurantela conservacióndel

yogur en refrigeración[Blanco y col., 1993J.

Los estudiossobre la influencia de los procesosde elaboraciónde leche

concentraday en polvo sobre la estabilidadde la AP MI han dado lugar a

resultadosvariables. Hay que tener en cuenta dos factores en los estudios

realizadosconestosproductos.Enprimerlugar,el procesodeeliminacióndelagua

da lugar a unaconcentraciónde la AP M1 enel productofinal y ensegundolugar,

la concentraciónsimultáneade otrassustanciaspuedeafectara la estabilidadde

la aflatoxinamásque el procesadoen sí mismo [Yousef y Marth, 1989). Un estudio

llevadoacaboporla OficinadeReferenciaComunitaria(BCR-CommunityBureau

of Reference>,sobrela estabilidadde la AP M~ en la lecheen polvo contaminada

de forma natural y preparadacomo material de referencia, ha demostradola

estabilidadde la aflatoxinaen estasmuestras,mantenidasen sobresde aluminio

envasadosal vacíoa 20
0C, duranteal menosochoaños[VanEgmondy Wagstaffe,1986].

Conrespectoa la elaboraciónde mantequillay nata,la mayor solubilidad

de las aflatoxinas en la fase acuosay su unión a la caseínaexplican que el

contenidode AP M
1 sedistribuyaaproximadamenteen un 150/o en la faselipídica

(nata) y un 85% en la faseacuosa[Yousefy Marth, 198911. Asimismo,el contenidode

AiF M1 en mantequillacon respectoa la natade partida para su elaboraciónse

reduceen másde un 50%, tal y comohandemostradovarios estudios[Kiermeier y

Mashaley,1977;Wisemany Marth, 19831,].

En cuantoal efectode la elaboracióndeproductoslácteoscongeladossobre

la AP M1, Wisemany Marth [1983c11demostraronla estabilidadde estaaflatoxina

despuésde la congelacióny duranteocho mesesde almacenamientoposterior.

La elaboracióndel quesoinfluye de forma variableen la estabilidadde la

AF M1, dependiendolos resultadosdel tipo dequeso,formade contaminaciónde

la leche,procesode elaboracióny técnicade detecciónempleada[Wiseman y Marth,

l
983a; Blanco y col., 1989a;Yousefy Marth, 19891. Enestudiosrealizadospor Blancoy col.
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[1988a3sobre quesotipo Manchegono se detectaronpérdidassignificativas de

AP M1, comprobándosetambiénla estabilidaddeestaaflatoxinaduranteel proceso

demaduradoy almacenamientodelquesotantoenrefrigeracióncomoencongela-

ción.

Finalmente,la AP M1 permaneceestabledurantela elaboraciónde queso

fundido, lo quese puedeexplicarpor la estabilidadtérmicade la aflatoxina ya

mencionadaanteriormente[Brackety Marth, 1982b].

1. 2. 1. 3. Incidencia de la AF M1 en lechey productos lácteos

La mayorpartede los estudiosrealizadossobrela presenciade productos

lácteos contaminadoscon AP M1 se hanllevado a cabo en leche. Las primeras

referenciasdatande 1963 [Allcroft y Carnaghan,1963], aunqueel primer estudioen el

queseseñalala aparicióndemuestraspositivas(5/21)conun rangodecontamina-

ción de O’02 a O’2 Hg!
1 fue el realizadoen 1968por Purchasey Vorster.

Durantelos añossetentael paísquellevó acabomayornúmerodeestudios

sobrela incidenciade la AP M
1 en productoslácteosfue la RepúblicaFederalde

Alemania (RFA) [Kiermeier y Míicke, 1972; Kiermeier, 1973; Kiermeier y col., 19771. Los

resultadosglobalesdevariosdeestostrabajosmostraronporcentajesde muestras

positivasque oscilaronentreel 17 y el 75% de las analizadas,con un rangode

concentraciónde AF M1 entreO’02 y 2’OO pg/l. Dentro de estosestudiosel más

completoen cuantoa variedadde productosanalizadosfue el de Polzhoferen

1977. Esteautorcomprobóla presenciade AP M1 en muestrasde leche,leche en

polvo, yogur, quesofresco, queso curado, queso para fundir y queso tipo

Camembert,correspondiendolos rangosde contaminaciónmásbajosa la lechey

los másaltosal quesocuradoy a la lecheen polvo.

A finales de los añossetentay principio de los ochentael establecimiento

en algunos paises de medidas reguladorassobre el contenido permitido de

aflatoxinasen las racionesparaganadolecherosupusounamejoríaen cuantoa los
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nivelesde incidenciade AiF M1 detectadosen lechey otrosproductoslácteos.Uno

de los ejemploslo tenemosen el Reino Unido; en este país, los resultadosdel

programadeseguimientoestablecidoparael controlde la presenciade aflatoxinas

durantelos años1977-1979mostraronunosporcentajesmuy elevadosdeincidencia

de AF M1 en leche (aproximadamenteel 75%), Por este motivo, en 1981, se

establecióla prohibiciónen la importaciónde diversasmateriasprimaspara la

elaboraciónde piensos destinadosa la alimentacióndel ganadolechero. El

resultadode estaprohibición, reflejadoen un trabajorealizadoentre1981 y 1983,

fue el descensoen la presenciade AP M1 en lecheal 4% de las muestrasanalizadas

[citado en Jodral,1977 y Moss, 1992]. Asimismo, la prohibiciónen Suizade alimentaral

ganadolechero con tortas de cacahuetehizo disminuir considerablementela

apariciónde AP M1 en leche [citado en Blanco y col., I989a,b]. Un casosemejanteseha

dadoenFrancia,dondea principios de los ochentasedetectabanporcentajesaltos

de contaminaciónpor AP M1, lo que motivó que se establecieraun riguroso

programade control cuyosresultadosfueronmuy positivos[Tripet y col., 1981b].

Otro país que viene llevando a cabo, desdefinales de los añossetenta,

controlescontinuadossobre la presenciade AP M1 en leche es EstadosUnidos.

Variosestadosdeestepaís(fundamentalmentelos mayoresproductoresde leche)

cuentancon planesde control conjuntosentre el gobiernoy las industrias,con

objetode reducir los nivelesde contaminaciónpor aflatoxinas [CAO, 19911. En un

estudiorealizadopor Coppedgeen1983 sobreel controldeaflatoxinasenArizona,

queabarcabadesdeel año1978 hastael añode publicacióndel trabajo,seobtuvo

un porcentajedemuestraspositivasdel 680/o en 1978,porcentajequedescendióen

añossucesivoshastael 13% y seincrementóde nuevoen 1983 hastael 59%. Los

niveles de contaminacióndetectadosen todos los años oscilaronentre 0,10 y

2’OO pg/l (superioren algunoscasosal límite establecidopor la FDA, que se

encuentraen0’50 pg/l [CAO, 1991]). Los resultadosrecopiladosen añosposteriores,

a partir de los datosproporcionadospor diferentesestados,muestranqueen1986

no seencontraronnivelessuperioresa los permitidosen 182 muestrasanalizadas.

No obstante,la sequíaqueafectóal mediooestedeEstadosUnidosen 1988originó

la apariciónde nivelesaltos de aflatoxinasen cereales(sobretodo maíz)y otros
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productos,conel consiguienteaumentoen los nivelesdeAP M1 en leche,tantoen

estepaíscomoen algunospaiseseuropeosimportadores.En estemismo añola

FDA encontróniveles de AP M1 superioresa 0,50 pg/l en el 5 a 80/o de las

muestrasanalizadas.Asimismo, los resultadosproporcionadospor sieteestados

coincidieroncon los anteriores,apareciendoun total de muestraspositivasdel 7

al 12% de las analizadas[Park y Njapau, 1989; CAO, 1991]. No obstante,los datos

publicadosen 1991 sobreun muestreorealizadoen Georgiaduranteel año 1989

sobrelecherecogidaen lasgranjas,en los tanquesde conservacióny muestrasdel

producto elaborado, mostraron un porcentaje total de positivos del
0180/o,

correspondiendoel mayor número de muestraspositivas a la leche recogida

directamenteen las granjas[CAO,1991].

La presenciade AP M
1 en productoslácteosen Españaha sido muy poco

estudiada.Durantelos años setentael estudiomásrelevantefue realizadopor

Jodral,quienanalizó1150muestrasde lechede lasque72 resultaronpositivas,con

un nivel de contaminaciónmínimode 0’05 gg/l [Jodral,1977;Jodraly col. 1984].En los

añosochentaun estudioefectuadoen 97 muestrasde leche por Burdaspaly col.,

mostróun porcentajedepositivosdel73%y un rangodecontaminaciónentre0’02

y 0’04 pg/l deAP M1 [Burdaspal y col., 1983].Asimismo,Blancoy col. [1988b] efectuaron

el análisisdeestaaflatoxinaen47 muestrasde lecheUHT, encontrandoun 30%de

positivos y un rango de contaminaciónentre 0’02 y 0’10 Hg/l~ En cuantoa la

aparicióndepublicacionesmásrecientessobre la presenciade AP M1 en lecheen

España,un trabajorealizadoen 1990 por Macho y col., en el queseanalizaron61

muestrasde leche cruday 33 muestrasde lecheUHT obtuvocomoresultadosen

el casode la lechecrudaun
350/odemuestraspositivasconunnivel decontamina-

ción inferior a 0’010 pg/l, un 130/o entre 0’010 y 0’025 y un 1’6% entre0’025 y

0’050 >ig/l. En el caso de la leche UHT el 84~8o/o de las muestraspresentaron

nivelesde contaminacióninferioresa 0,010 .ig/l y el 4’2% restanteseencontraron

entre0,010 y 0’025 Hg/1 (Macho y col., 1992].

Para evaluarlos estudiossobre la incidenciade aflatoxinasen productos

lácteoshay queteneren cuentavariosfactores.En primerlugar,en muchoscasos

Introducción27



se haobservadounamarcadadiferenciaestacionalentrelos nivelesdecontamina-

ción, lo cual se explica desdeel punto de vista de las pautasde alimentación

seguidasparael ganadolechero.En segundolugar,el límite de detecciónde las

técnicasempleadasinfluye en el porcentajede muestraspositivas,por lo quea

vecesesdifícil compararlos datosentrevariosestudios.Tambiénhayqueteneren

cuentael tipo deproductoanalizado,ya que,comohemoscomentadoanteriormen-

te,enel casodeproductosdesecadosla concentraciónquesufrela toxina da lugar

al aumentoen el númerode positivos.Finalmente,el establecimientode medidas

de control y la limitación en el nivel permitido de aflatoxinas está influyendo

positivamenteen el descensode los nivelesde aflatoxinasen leche y productos

lácteos,salvoque sepresentencircunstanciasadversascomola sequíade 1988 en

EstadosUnidos [Blanco y col., 1989a,CAO, 1991].

1. 2. 2. Contaminación directa por aflatoxinas en productos lácteos

1. 2. 2. 1. Crecimiento de hongosy producción de aflatoxinas

Comoya hemosmencionadoanteriormente,la contaminacióndirectade los

productoslácteospor aflatoxinasesel resultadodel crecimientosobreel alimento

de las cepasde A. flavus y A. parasiticus que son capacesde producir estas

sustanciassi la composicióndel productoy las condicionesambientalesson las

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

El productolácteomássusceptiblede padecerestetipo de contaminación

por distintasmicotoxinasesel queso,debido a que setrata deun alimentoquese

enmohecefácilmentesi no setomanlas medidasnecesariasdurantesuelaboración,

maduracióny conservaciónhastasuconsumo[Bullerman, 1981;Medinay col., 1984;Blanco

y col., 1989a,bl.

Se han realizado numerososestudios sobre la flora fúngica capaz de

desarrollarseen los distintos tipos de queso.Las especiesaisladascon mayor

frecuenciapertenecenensu mayorparteal géneroPeniciflium. Dentrodel género
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Aspergillus los aislamientosmás habitualescorrespondena A. versicolor, hongo

productordeesterigmatocistina.Afortunadamente,variosestudioshandemostrado

queel crecimientode cepasde A. flavus en quesoespoco frecuente,aislándose

cepasde A. parasiticus todavíaen menosocasiones[Scott,1989].

No obstante,hay queteneren cuentaqueen algunosde los trabajossobre

la determinaciónde la flora fúngicadelquesoel aislamientodeespeciesdelgénero

Aspergillus no ha sido acompañadode la investigaciónsobre la presenciade

micotoxinas,incluidaslasaflatoxinas.En aquelloscasosenqueestadeterminación

seha efectuadolas aflatoxinasdetectadasconmayor frecuenciahansido la AP B1

y la AP B, [Bullerman, 1981].

La mayorpartede las investigacionessobrela contaminacióndirecta del

quesocon hongosaflatoxigénicosse han llevado a cabomedianteinoculación

experimentalde cepasproductorasen diferentestipos de quesoy empleando

condicionesmuy variables [Medina y col., 1984; Scott, 1989]. Este tipo de estudios

comenzóen 1967 con un trabajo de Lie y Marth en el que se investigabala

produccióny difusión de las aflatoxinas en porcionesde quesotipo Cheddar

inoculadasensusuperficieconesporasdeA. flavusy A. parasiticus.A partir deesa

fechalos estudiosrealizadosincluyenunagranvariedaddetiposdequeso,formas

de inoculación,nivelesde inoculacióny condicionesde incubación(temperatura

y tiempo). Los resultadosde estos trabajos han sido variables, existiendo

discrepanciasentrelos distintosautoressobrela idoneidaddelquesocomosustrato

parael crecimientodeAspergillusy producciónde aflatoxinas[Blancoy col., 1989a,b;

Scott, 1989].

Con respectoa la determinaciónde la flora fúngicade otros productos

lácteos,varios estudiosrealizadosen yogur handescritoel aislamientode cepas

aflatoxigénicasde Aspergillus aunque,al igual queocurríaen el queso,el género

predominanteera Penicillium. Asimismo, dentro de las especiesproductorasde

aflatoxinas el mayor porcentaje de aislamientosobtenido en estos estudios

correspondea cepasde A. flavus [Mateos y Suárez,1984; Blancoy col., 19891,;Jordanoy col.,
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1989].

La lecheesterilizadahomogeneizaday la nataconstituyenbuenossustratos

parala produccióndeañatoxinas,habiendosidodetectadascantidadessuperiores

a los 700 Hg/ml en leche tras nueve días de incubación a 22 oc y cantidades

superioresa 500 ~g/g en nata [Jacquety col., 1970]. Asimismo,diversosautoreshan

demostradola producciónde estassustanciasen lecheen polvo, aunqueel valor

de actividadde agua(a~) tiene una graninfluenciaenel crecimientode hongosy

produccióndeaflatoxinasenesteproducto.En estesentido,Kiermeiery Behringer,

en 1977, empleandolecheenpolvo inoculadaconA. parasiticuse incubadadurante

14 díasa 20 oc detectaronla producciónde AP G1, AP G2,APB1,AFB2yAFM1,

aunquela concentraciónmayorcorrespondióa la AiF G~

Conrelacióna la lechecondensaday la mantequilla,el primerproductosólo

permiteel crecimientode hongosy la posibleformaciónde aflatoxinascuandono

se encuentraazucarado;por su parte, la mantequillaha demostradono ser un

sustratomuy adecuadoparael crecimientodeAspergillusy, por tanto,la cantidad

de aflatoxinas detectadaha sido escasao nula [Blanco y col., 1989b].

En resumenpodemosdecirque,enaquéllosproductoslácteosen los quees

posible el crecimiento fúngico, la incidencia de hongos capacesde producir

aflatoxinasesbajay, encualquiercaso,estoshongosconstituyenunamínimaparte

de la flora fúngicatotal. Dentro de los hongosaflatoxigénicosla mayorincidencia

correspondea las cepasdeA. flavus,produciéndoseprincipalmenteAP B1, AP ~2

y AP G1. La produccióndeaflatoxinasdependede la composicióndelalimentoasí

como de ciertos factoresambientalesque son determinantes.Estosfactoresson:

temperatura,actividadde agua,pH, luz, fenómenosde competenciamicrobiana

y empleode sustanciasantifúngicas[Blancoy col., 1989b11.
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1. 2. 2. 2. Estabilidad de aflatoxinas distintas a la AF M1 en leche y

productos lácteos

La estabilidadde las aflatoxinasB~, ~2. G1 y G2 en productoslácteosno ha

sidoestudiadatanampliamentecomoen la AP M1.

Conrelaciónal queso,variostrabajoshanpuestodemanifiestola estabilidad

de la AP B1 y de la AP G1 duranteel procesode elaboración,maduracióny

almacenamientodediferentestipos de queso:Suizo,Gouda,Manchego,etc [Lieu y

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

En el caso de la leche los estudiosson muy escasos.En 1970, Jacquety

Boutibonnescomprobaronque la AP B1 y AP G1 añadidasa leche esterilizaday

acidificadaconácidoláctico permanecieronestablesduranteal menoscuatrodías.

La estabilidad de las aflatoxinas de los tipos 13 y G en yogur ha sido

investigada por varios autores, obteniendo resultadoscontradictorios. Las

investigacionesrealizadasporMegallay Hafez [1982]sobrela influenciadelproceso

de elaboracióndel yogur sobrela AP B~ describíanunamarcadadisminuciónde

esta aflatoxina, debida a la transformaciónen AF ~ en condicionesácidas.

Asimismo, Megallay Mohran [1984] describenla conversiónde la AP B1 a AP ~2.

y aflatoxicol en leche fermentadacon Streptococcuslactis. De forma similar, Rásic

y col. [1991]handescritoun descensodel97% en600 pg/Kg deAP B1 añadidaa la

lecheantesde la fermentacióny undescensodel
900/o si el nivel de contaminación

erade 1.400pg/Kg. En contraposicióna estosresultados,en un trabajorealizado

por Blanco y col. [19931,en el que se contaminabala leche con una solución de

aflatoxinasen bicarbonatosódicoelaborandoposteriormenteyogur,secomprobó

la estabilidadde las aflatoxinasB~, G
1, ~2 y G2 duranteel procesode elaboración

de esteproductoy posterioralmacenamientoa 4
0C durante21 dias.
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1. 2. 2. 3. Incidencia de aflatoxinas distintas a la AF M1 en leche y

productos lácteos

A pesardel gran númerode investigacionesrealizadasen relacióna la

determinaciónde la flora fúngicay condicionesde producciónde las aflatoxinas

por contaminacióndirectaconhongosaflatoxigénicos,sehanllevadoacabopocos

estudiossobre la presenciade estasaflatoxinasde forma natural en productos

lácteos.Algunos de los trabajosrealizadosenestesentidoseresumenen la Tabla

1.3 [Scott, 1989].
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Tabla1.3. Resultadosobtenidosendiversosestudiossobrela incidenciadeaflatoxinasdiferentes

a la AF M1 en productoslácteos[Scott, 1989]. (a: datossin determinar).

Vais Muestra Incidencia Nivel’ Reis.

Francia Quesos 3(dudoso)/90 Jacquety col.

(1970>

Kiermeier y Bóhm

(1971)

7 ng/g (AP ~ Kiermeier y Bebringer

(1972)

QuesoPepper 1 muestra Alta’ lacquety Teherani

(1974)

Queso 2/115 Kiermeiery Rumpí

(1975>

Caleay Bara

(1976)

Bullerman (1976>

8-15 ng/g (AP B1) Pauly col.

(1976>

Suzangary col.

(1976)

10 y 20 ng/g (AP B1> Paul y col.

(1976)

1 ng/g (AF B~) Boutrif y col.

(1977>

RDA Lecheen polvo 1/18 6’4 ng/g (AF B1) Fritz y col.

(1977)

Egipto Queso 79/133 10-50 ng/g N4ahrousy col.

(1978)

Checoslovaquia Lecheen polvo 5/5 42-550ng/g (AP B,) Jesenskáy Polánková

(1978)

>2.500 (AF B1 princi-

palmente)

Lecheenpolvo 3’6% Jacquety Lafont

(1979)

Queso 2/62 Naguib y col.

Roquefort (1983)

2/1150 0’28-0’36 ng/g (AP E,> Villarejo y col.

(1984)

1/320 680 ng/g (AP B~) y Toya (1985)

24 ng/g (AF B,)

RFA Quesos

RFA

16/222

Queso

<10 ng/g

Francia

Tilsit

1/1

RFA

Rumania Queso 6/34

EEUU

India

Queso

Queso

1 muestra

6/26

Irán Leche

India

2/95

Varios

Túnez

productos

2/23

Queso 1/248

Yugoslavia Leche

Francia

5/105

Egipto

Sutic y col.

(1979>

España Leche

Japón Varios

productos
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1. 2. 3. Legislación sobre los nivelesde aflatoxinas en productos lácteos

La protecciónfrente a sustanciaspeligrosaspotencialmentepresentesen

alimentoses un aspectomuy importantetanto desdeel punto de vista sanitario

comoeconómico.El conocimientode los efectostóxicos,de la incidenciay de las

tecnologíasaplicablesal análisisde las sustanciastóxicasy peligrosassonfactores

determinantesen el análisis de riesgos y en el establecimientode medidas

reguladorasqueseplasmandefinitivamenteennivelesdetoleranciapermitidosy

en el establecimientodemétodosoficiales de análisispor los diferentesgobiernos

[Stoloff y col., 1991].

En el casode las aflatoxinascomocontaminantesde productoslácteos,las

medidasreguladorasafectantanto a estos alimentoscomo a los destinadosal

consumopor el ganadolechero[Van Egmond,1989a;Stoloff y col., 1991].

Las razonesparaestablecerlímites enel contenidode AiF M1 en productos

lácteosfueronpresentadaspor la FDA y porlasautoridadessanitariasholandesas.

Los argumentospropuestospor la PDA estabanbasadosen la mayorsusceptibili-

dad de los niños a los efectosde las aflatoxinasy en los posiblesefectosde la

AP M1 en la salud.El nivel máximo toleradose determinóa partir de los datos

obtenidosduranteun periodode alta tasade contaminaciónenmaíz,en un área

de EstadosUnidosdondeesteproductoesbastantevulnerablea la contaminación

por hongosaflatoxigénicos.Lasrazonesargumentadaspor Holandasebasabanen

diferentesestudiosexperimentalessobre la carcinogenicidadde la AP B~ y su

comparaciónconla AP M1 [Stoloff y col., 1991]. En realidad,las basescientíficaspara

establecerunos niveles son reducidasy se sostienenprincipalmenteen la

semejanzaestructuralentrela AP B1 y la AP M1 [Van Egrnond,1989aJ.

Desde1981 ha habidoun marcadoaumentoen el númerode paisesque

tienenestablecidosnivelesde toleranciaparala AP M1 en productoslácteos(3 en

1981, 14 en 1987). La mayoríadeestospaisespresentannivelesde toleranciapara

distintosproductos,siendomástajos los nivelesde aflatoxinapermitidosen los
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productosdestinadosa la elaboracióndealimentosinfantiles.En la mayoríade los

casoslos límites toleradosse ajustana los límites de detecciónde las técnicas

analíticasrecomendadas(Tabla1.4.) [Van Egmond,1989a,b; Stoloff y col., 199V.

El segundoaspectodela legislaciónsobrenivelespermitidosdeaflatoxinas,

estrechamenterelacionadocon la aparición de estas sustanciasen productos

lácteos,es la legislación sobre alimentos destinadosal ganadolechero- En la

actualidadun total de 35 paisescuentancon medidasaprobadaso propuestas.

Dentro de ellos, los miembros comunitariospresentandesde1984 un nivel de

toleranciamáximo de AF H~ en alimentosparaganadolecherode 10 gg/Kg. Por

su parte,algunospaisesde la ComunidadEconómicaEuropea(CEE) tienenniveles

de tolerancia específicos para determinadosingredientes en los alimentos

destinadosal consumoanimal [VanEgmond,1989a,b; Stoloff y col., 1991].
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Tabla1.4. Niveles de toleranciade AF M, en productoslácteos[Van Egmond,1989a,b].

País Alimento Tolerancia(pg/Kg)

Leche líquida

Lecheen polvo

Alimentos infantilesbasadosen leche

Cualquierproductolácteopara alimentacióninfantil

Otros tipos de leche y productoslácteos

Sueroy susproductos

Sueroenpolvo y en pasta

Mantequilla

0’500

5’000

Queso

Lecheen polvo y derivados, lechecondensada

y derivados

(M11-B,+B,-4-C1+G,)

0’100

0’0 10

0’050

0’025

0’400

0’020

O’250

0’400

Bélgica

Brasil

Checoslovaquia

EEUU

Francia

Holanda

Nigeria

RFA

Leche,lecheen polvo y lechecondensada(reconstituida)

Lechey derivadosdel país

Lechey productoslácteosimportados

Todos los productoslácteossalvo:

Leche

Lecheparaalimentosinfantiles

Otros alimentosinfantiles

Lecheentera,desnataday batida

Leche en polvo paraalimentosinfantiles

Lechey otros productossalvo:

Queso

Mantequilla

Lecheen polvo

Alimentosinfantiles

Lechelíquida

Leche

Lecheparaalimentosinfantiles

Argentina

Austria

0’100

0’500

0’100

5’000

0’500

0’100

1’000

0’500

0’200

0’050

0’200

0’020

0’050

0’000

1’000

0’050

0’010
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Tabla[.4 (continuación>.

1’aís Alimento Tolerancia(pg/Kg>

Rumania Lechey derivados 0’000

Suecia Productosde lechelíquida 0’050

Suiza Existente:

Leche,leche enpolvo, lechecondensada,nata y

lechebatida 0’050

Lechepara alimentosinfantiles 0’010 (M1+81)

Sueroy susproductos 0’025

Mantequilla 0’020

Queso 0’250

Propuesta:

Alimentosinfantiles 0’020

Lechey susderivados 0’050

Queso ID ‘250

URSS Lechey derivados 0’500

Alimentos infantiles 0’000

1. 3. METODOS DE ANALISIS DE AFLATOXINAS

PRODUCTOS LACTEOS

EN LECHE Y

1. 3. 1. Generalidadessobre el análisis de aflatoxinas en alimentos

Desdeel descubrimientode las aflatoxinasy de suspropiedadestóxicasse

han realizadomuchas investigacionessobre el desarrollode métodos para el

análisis de estassustancias.Estosmétodosson necesariosparael establecimiento

de programasadecuadosde controlde alimentos,así comopara la investigación

sobreaspectosrelacionadoscon las aflatoxinastalescomosu producciónpor los

hongosaflatoxigénicoso el metabolismode estassustanciasen los animales.

Independientementedel métodode análisisempleado,la determinación

específicadel nivel deaflatoxinasenunalimentoimplica generalmente:la recogida

de unamuestrarepresentativa,la homogeneizaciónde la misma,la separaciónde
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una cantidadmáspequeñaa partir de la muestraoriginal y el análisisposterior

[Dickens y Whitaker, 1986;CAO, 199111. El muestreoesun aspectomuy importantea la

hora de realizar una valoraciónde la cantidad de aflatoxinas presenteen un

alimentoya que puedeser fuentede un alto porcentajede error. En estesentido,

hay quetenerencuentaque la distribuciónde las aflatoxinasen los alimentosno

sueleser homogénea,salvoenel casodeproductoslíquidos. Además,el nivel de

aflatoxinas en un alimento puedevariar en función de cúandose realice el

muestreo.Tambiéninfluye el tamañodela muestraya queéstadebeser represen-

tativay suficientepararealizarseel análisis(enel casodealimentoslíquidossuelen

precisarsecantidadesmenores).Asimismo,cuandosetratadecereales,forrajes,etc,

la toma de la cantidaddefinitiva de muestra(muestraanalítica)pararealizar la

determinaciónpuedeser otra fuente de error adicional. Por estos motivos, los

procedimientosde muestreoparalos diferentesalimentosdebenserdiseñadosde

acuerdoal modoen que seproduzcala contaminaciónconlas aflatoxinasy a las

característicaspropiasdel alimento [Horwitz, 1984;Dickensy Whitaker, 1986;Jewersy col.,

1989; Hernándezy Sanchís,1990].

Los primerosmétodospara la detecciónde aflatoxinas,empleadosincluso

antesde conocersesu estructuraquímica, fueronlos métodosbiológicos. Se han

realizadopruebascon la mayoríade los sistemasbiológicos [Sargeanty col., 1961]:

animalesvertebrados[Builer, 1969;Halver, 1969;Coley col., 1986j, artrópodos[Draughon y

Cliilds, 1982; Cole y col., 1986], moluscos[Townsleyy Lee, 19671, microorganismos[Yatesy

Porter,1982;Tiwari y col., 1985;Coley col., 1986], plantas[Cole y col., 1986] y cultivos celulares

[Buckle y Sanders,1990;Robby col., 19901. Algunos de estosensayostienenla ventajade

ser sencillos,rápidosy económicos,aunquesu especificidadsueleser baja [Cok y

col., 1986]. Hoy en día las pruebasbiológicasno suelenemplearsecomosistemade

detección.Sólolastécnicasbasadasencultivoscelularestienenciertaaplicaciónen

un futuro comométodosde diagnóstico[Buckle y Sanders,1990]. No obstante,existe

un métodoaprobadoporla AsociaciónOficial deQuímicosAnalíticos(Association

of Official Analytical Chemists-AOAC),basadoen el empleodeembriónde poíío

comosistemaparala detecciónde aflatoxinas[Scott, 1990a].
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El conocimientode las propiedadesfisicoquímicasde lasaflatoxinas(Tabla

1. 5.) haservidoparael desarrollode numerososmétodosquímicosde análisisde

estas sustancias,siendo en la actualidad los sistemasmás empleados.Las

característicasmásimportantesque debenreunir estosprocedimientospara ser

consideradoscomo buenosmétodosde análisis son: especificidad,sensibilidad,

repetitividad,sencillezy posibilidadde automatización[Shotwell, 19861. Preferible-

mente, los métodosempleadosen el análisisde aflatoxinas,como sucedecon la

mayoría de residuos de interés,debenser validados a través de estudiosde

colaboraciónentrevarios laboratoriosy aprobadospor sociedadescientíficasde

reconocidoprestigiotalescomola AOAC, la ITUPAC (InternationalUnion of Pure

andAppliedChemistry),la AACC (AmericanAssociationof CerealChemistry),etc

[Lee, 1989; Stubblefield y Van Egmond,1989>.

Tabla1.5. Propiedadesfisicoquímicasde las principalesaflatoxinas[Windhloz, 197611.

E, O, 4

Fórmula C17H120, C17H1406 C,7HpO, C17H,407 C17H120,

1’. Fusión 268-269 286-289 244-246 237-240 299 293
(CC)

Fluorescen- Azul Azul Verde Verde Verde- Violeta

cia violeta

uy máx. 223/25.600 265/11.700 243/11.500 265/9.700 226/23.100 221/20.000

(etanol)/s 265/13.400 363/23.400 257/9.900 363/21.000 265/11.600 264/10.900

362/21.800 264/10.00 357/19.000 357/21.000

362/16.100

Todoslos métodosde análisispuedenencuadrarsedentrodetrescategorías:

los ensayospresuntivos,los ensayosrápidosdecaractercualitativoosemicuantitati-

yo y finalmentelos métodoscuantitativos[Shotwell, 1986]. Desdeel puntodevistade

los métodosfisicoquímicoslos análisis presuntivossuelenaplicarsecasi exclusiva-

menteacerealesy frutossecosy sebasanen la inspeccióndelalimentodirectamen-

te medianteluz ultravioleta (UV) [Steiner y col., 1988]. Los métodos rápidos se

caracterizanpor utilizar extractossemipurificadosy sefundamentanen el empleo
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deminicolumnasy en la detecciónmedianteobservaciónconluz UV [Velasco,1972].

Porúltimo, lastécnicascuantitativassuelenrequerirun procesamientocomplicado,

cuyospasosprincipalesson:extracción,purificación,concentración,separaciónfinal,

deteccióny cuantificación[Shotwell, 1986; Stubblefieldy Van Egnionó,19895.

Finalmente,un grupodetécnicasquesevienendesarrollandodesdelos años

ochentaparael análisis de aflatoxinasson las técnicasinmunológicas,basadasen

los procedimientosdeenzimoinmunoanálisis(ELISA) o radioinmunoanálisis(RIA)

parala deteccióny cuantificación.Los estudiosen estecamposehan centradoen

la producción de anticuerpos,preferentementemonoclonales, frente a las

aflatoxinas,asícomoenel establecimientodeprotocolosdeELISA y RIA aplicables

al análisisde sustratoscontaminadosdeforma natural lChu, 1986;Pestka,1988;Frémy y

Cm, 1989; Park y col. 1989a, b; Trucksessy col., 1989; Candlish y col., 19901. Como hemos

mencionadoanteriormente,existetambiénun graninterésen llevar acaboestudios

de colaboraciónparala validacióndefinitiva de algunode los métodospropuestos

[Frémy y Chu, 1989]. Por otra parte, igual que ocurría con los métodosde análisis

químico, la necesidadde realizar ensayosrápidos para detectaraflatoxinasha

motivado el desarrollode sistemascomercialesde detecciónbasadosen técnicas

inmunológicas,fundamentalmenteELISA.

Por último, se estánincorporandoa las técnicasde análisisde aflatoxinas

variasmetodologíasqueincluyentécnicasquímicase inmunológicascombinadas.

Se trata del empleo de columnas de inmunoafiidadpara la separaciónde

aflatoxinas,condetecciónposteriormedianteCL u otros procedimientos[Croopman

y col., 1985; Croopmany Donahue,1988;Nahm,1990;Scott,1992;Sharmany Cilbert, 1991;Farjamy col.,

1992].

1. 3. 2. Métodos de análisis de AF M1 en lechey productos lácteos

1. 3. 2. 1. Métodos cromatográficos

Las primerastécnicascromatográficaspara el análisisde AIF M1 datande
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1967 y su aplicaciónestabadestinadanormalmenteal análisis de leche en polvo

[Purchasey Steyn, 1967;Masri y col., 1968;Robertsy Allcroft, 1968]. Hasta1971,con un trabajo

de Jacobsony col., no se establecióel primer método para leche líquida. Este

métodofue adoptadocomométodooficial por la AOAC y la IUPAC en 1973,junto

con el propuestopor Purchasey Steynen 1967 parael análisisde lecheen polvo

[AOAC, 1973;Stubblefieldy col., 19731.

Posteriormente,Ponsy col. [19731propusieronun nuevométodo, que fue

modificadopor Stubblefiel y Shannon[1974]y quepermitíael análisisde AP M1 en

leche, leche en polvo, queso,nata y mantequilla a un nivel de 0’1 pg/Kg. Esta

metodologíaseconvirtió en métodooficial de la AOAC en 1974 [Scott, 1990a].

En todaslas metodologíasmencionadasla extracciónde la AP M1 serealiza

medianteel empleode mezclasde solventesorgánicosen forma de extracciones

convencionaleslíquido-liquido. La utilizaciónde estetipo desistemadeextracción

presentacomo problema principal la formación de precipitadosproteicos que

arrastranla aflatoxina,por lo queeranecesarioincluir enlas metodologíasunpaso

de desproteiización[Stubblefield y Van Egmond,198911.

El primermétodoqueevitabael pasoanteriordedesproteiizaciónfue el de

Schullery col. [1973],que consistíaen mezclar la muestrade leche con Celite® y

empaquetarel sólido resultanteen unacolumna.

En 1979Stubblefieldrealizóunaseriedemodificacionesdel métodooriginal,

eliminando los pasos de desproteiizaciónde las muestras y simplificando

considerablementeel proceso.Estemétodo,aprobadoen 1980, estaaúnreconocido

oficialmenteporla IiUPAC, la AOAC y la IDP (InternationalDairy Pederation)[Scott,

1990a].En estecasola desproteiizaciónseevitabamediantela particiónde la leche

concloroformoenun embudode decantacióny la adiciónde clorurodesodiopara

evitar la formación de emulsiones [Stubblefield, 1979]. No obstante,éste era un

problemaque aparecíacon relativa frecuencia,por lo que se desarrollaronotros

métodosdeextracciónbasadosenel empleode columnasconmatricesde diversa
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naturaleza:tierra de diatomeas,gel de siice y otros preparadoscomercialesICauch

y col., 1979;Stubblefield y Van Egmond,1989]. La metodologíade extracciónpor columna

másempleadaha sido la propuestapor Fukayamay col. en 1980, utilizada en

muchasocasionescomoalternativaal métododeStubblefieldya quelas recupera-

cionesson equivalentes.

En 1987, Domínguez y col. desarrollaronuna técnica de análisis de

aflatoxinasen leche y derivadosen la queno era necesarioel empleodecolumnas

para la extracciónsi los niveles de aflatoxina eran superioresa 0,1 pg/Kg. La

técnicasebasabaen la adición a las muestrasde un 10/o de bicarbonatosódicoy

precipitaciónposteriorcon solventesorgánicos,realizandola extracciónfinal con

cloroformo.La técnicaobteníaun 98’20/o de recuperaciónparala lechey el yogur.

A finales de los años setenta,debido a los avancesen las técnicasde

detección,fundamentalmenteel uso de la cromatografíalíquida (CL) enel análisis

de aflatoxinas,se desarrollaronnuevasmetodologíaspara la extracciónde estas

sustanciasdeformaquelos análisisserealizaranenmenortiempo¡Blanc, 1979;Stubble-

field y Van Egmond,1989]. Conestefin seelaborarondistintos tipos de cartuchosde

extracciónde un solo uso, fabricadoscon plásticoy rellenosde matricesdiversas,

de lascualesla másempleadahasidola matrizdecadenascarbonadasdenominada

C
18. Lasventajasde las metodologíasque incluyenla extracciónconcartuchosson

la rapidez, la eliminación de la formación de emulsiones,su aplicabilidad a

productosdiferentesy la posibilidadde realizarla extraccióna partir de grandes

volúmenesde leche.El empleode cartuchosde octildecilsilano(ODS) o de C18 fue

propuestapor Winterlin y col. [1979]y desdeentoncesha sido empleadacon éxito

por numerososautoresendistintastécnicasanalíticas[Chang y De Vries, 1983;Ferguson-

Foosy Warren,1984;Takeda,1984]. Uno deestosprocedimientos,aplicablea la extracción

de AP M1 y AP M2 en leche y que combinael empleode cartuchosde C18 con

columnasde gel desílice, forma partede los métodosoficiales de la AOAC desde

1986 [Scott,1990a1.
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Debido a la composiciónde la lechey susderivadoslas técnicasanáliticas

hanrequeridocasi siempreel empleode procesosde purificaciónde los extractos

conel fin de eliminar sustanciasinterferentesen la deteccióny cuantificación.

El problemade la purificaciónde los extractossehaabordadocondiferentes

metodologías.Las técnicasmás antiguasemplearonla CCF para purificar los

extractos,eluyendoposteriormentela AP M1 de la faseestacionariade lascromato-

placascon diferentessolventes.Estosprocedimientosdejaronprontode utilizarse

debidoa queel rendimientode estastécnicaseramuy bajo y la recuperaciónde la

aflatoxinacomplicada[Stubblefield y Van Egmond,1989].

La mayoríade las técnicasmencionadashastael momentoempleanparala

purificaciónla particióncondiversossolventes[Schuuery col., 1973;Stubblefieldy Shannon,

1974;Gauch y col, 1979;Beebey Takahashi,1980;Kamimuray col., 1985] o la extracciónen fase

sólida. Esta última metodologíapuede llevarse a cabo medianteel empleo de

cromatografíaen columnascon matriz de tierra de diatomeas[Jacobsony cot., 1971],

florisil [Kamimura y col., 1985], resinas,alúmina[Lafont y col., 1981],celulosa[Ponsy col., 1973]

y sobretodo gel de sílice [Subblefleld, 1979] o la utilizaciónde cartuchoscomerciales

[Coheny col., 1984;Ferguson-Fossy Warren,1984;Tyczkowskay col., 1984; Bijí y Van Pethegem,1985],

combinandoalgunasde las técnicasel uso de másde unade estasposibilidades.

Así por ejemplo,en el métodode Stubblefieldy Shanon[1974] la purificación

de los extractosserealizabaenprimerainstanciamedianteel usode hexanoo éter,

clorurosádicoy cloroformo,llevandoa cabounapurificaciónposteriorencolumnas

de celulosa.En la metodologíamodificadaposteriormentepor el primero deestos

autores,lo máscaracterísticoerael usode columnasdegelde sílice máspequeñas

y la eliminaciónde la purificaciónmedianteparticiónconsolventes,lo quereducía

sustancialmenteel tiempodel análisis [Subblefield, 1979].

En todoslos procedimientosbasadosen el empleode columnas,cartuchos

o combinaciónde ambosel métodode purificación se desarrollabaeluyendoel

extractodepositadoen la fasesólida con varios solventeso mezclasde éstos y
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recuperandofinalmentelas sustanciasde interésconel solventeadecuado.

Debido a la necesidadde desarrollarmétodos rápidos, económicos y

reproducibles,algunosautoreshanrecomendadoel uso de cartuchoscomerciales,

dado queevitanlas variacionesinherentesa la preparaciónde las columnasenel

laboratorio.No obstante,paraotros autoresla posibilidadde introducir pequeñas

variacionesenlascolumnasdurantesupreparacióneraun aspectopositivoenestas

técnicasde purificación.

Másrecientementeseestáninvestigandodosprocedimientosnuevosparala

purificaciónde extractosen el análisisde AP M1 en lechey susderivados.Se trata

por una parte del empleo de columnasde inmunoafinidady por otra de la

aplicaciónde diversastécnicasdediálisis de lasquehablaremosmásdetalladamen-

te enel apartado1.4. deestaintroducción.

Conrelaciónal usodecolumnasde inmunoafinidad,existenvariosmétodos

descritoshastael momentoy su mayor ventajaesla eliminaciónde grancantidad

de sustanciasinterferentesdebidoa la especificidadde los anticuerpospara fijar

exclusivamentela AP M1 a las columnas.El primer trabajoesel de Mortimery col.

[1987], enel quese empleanvariostipos decolumnas,obteniendoparala lecheun

límite de detecciónde 50 pg/l. Otros trabajos más recientessobre el uso de

columnasde afinidadparala purificaciónde productoslácteossonel deSharman

y Gilbert 1199V, aplicadoa muestrasde quesoy el de Farjamy col. ¡19923,aplicado

a lechey que combinaenforma desistemaautomatizadoel tratamientomediante

columnade inrnunoafinidady un sistemade diálisis. El límite dedeteccióndeesta

técnicaesde O’O1 pg/l, con unarecuperacióndel6%.

Los últimos pasosen el análisisde aflatoxinasen productoslácteosson los

de separación,deteccióny cuantificación.En la mayoríade los casosesnecesario

concentraren mayor o menor medida los extractospurificados para facilitar la

detección, en función de la sensibilidadde la técnica utilizada. Los métodos

aplicablesa la separaciónfinal de la AF M1 y engeneralde todaslasaflatoxinasson
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los siguientes:

- Cromatografíaen columnas.

-CCF

-CL

- Cromatografíade gases(CG).

La primeradeestastécnicasestáen desusocomosistemadeseparaciónfinal

de las aflatoxinas,siendolas técnicasmás empleadasla CCF y, desdelos años

setenta,la CL. Conrespectoa la CG su aplicabilidadparael análisisde AP M1 es

escasao nuladebidoalascaracterísticasfisicoquímicasdeestasustancia[Stubblefield

y Van Egmond,1989].

La CCFfue el primer sistemautilizado parala separaciónde las aflatoxinas,

desdelos primeros estudiossobre estassustanciasy todavía la mayoría de los

métodosoficiales de la AOAC continuanempleandoestesistema[Stubblefield y Van

Egmond,1989;Scott, 1990a].

El desarrollodetécnicasdeseparacióneficacesbasadasenCCPharequerido

estudiossobre la elaboraciónde patronesde aflatoxinas,solventesde desarrollo,

tiposdecromatoplacas,sistemasparael desarrollodelascromatoplacas,etc [Nesheim

y Trucksess, 1975;Stubblefieldy VanEgmond,1989]. Hasta1972, cuandosepublicauntrabajo

de Kiermeiery Múcke,todos los técnicasdeCCF descritasempleabandesarrollos

cromatográficosen forma monodimensional[Purchasey Steyn, 1967; Masri y col., 1968;

Robertsy Allcroft, 1968; Jacobsony col., 1971], siendoel sistemabidimensionalincorporado

a partir de esafecha en distintasmetodologías,con objeto de obtenerlímites de

detecciónmásbajos [Tuinstra y Bronsgeest,1975; Bijí y Van Pethegern,1985; BWI y col., 19871. No

obstante,los dos métodosoficiales de la AOAC basadosen la separaciónmediante

CCF empleanel sistemade desarrollomonodimensional.

Otrosprocedimientosde CCF sehanbasadoen el desarrollosucesivocon

variossolventes[Gauchy col., 1979] o endesarrollosmultidimensionalesendiferentes

posiciones[Tripet y col., 1981a;Bijí y Van Pethegem,1985; Bijí y col., 1987].
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La detecciónde la APM1 a partir de la separaciónmedianteCCF serealiza

por comparaciónde la fluorescenciaemitida por esta sustanciabajo luz UV a

determinadalongitud de onda y por el diferente factor de migración (R<) que

presentacon cadasolventede desarrolloempleado.En muchasmetodologíasla

detecciónse ha llevado a cabovisualmente,pero en la actualidadel empleo de

densitómetroshaceposiblela deteccióny cuantificaciónconuna alta sensibilidad

y reproducibilidad[Shotwell, 1986].

Conrespectoa la eliminaciónde falsospositivosmedianteconfirmaciónde

la identidadde la AP M1 en técnicasde CCF, se han empleadovarios sistemas:

desarrollosucesivocon varios solventes [Serralheiro y Quinta, 1986], cromatografía

multidimensional [Tripet y col., 1981a] y formaciónde derivados [Stack y col., 1972],

principalmente por reacción con ácido trifluoroacético (AIF) [Trucksess, 1976;

Stubblefield, 1987;Stubblefield y col., 1980], una de cuyasvariantesestá aprobadacomo

métodooficial de la AOAC desde1984 [Van Egmondy col., 1978;Scott, 1990a].

En relaciónal empleode la CL parala separacióny detecciónde la AIF M1

su desarrollohasido muy ampliodesdelos añossetenta.Todoslos métodostienen

encomúnel empleodedetectoresdefluorescenciay, salvola técnicade Ferguson-

Foosy Warrendesarrolladaen 1984, en la queseempleaCL enfasenormal, todas

las restantesmetodologíasse basanen la CL en fasereversacon columnasde

matriz C18 (exceptola técnicade Changy De Vries [198311,queutiliza columnasde

matrizC8). La confirmaciónde la identidadde la AIF M1 al emplearmétodosdeCL

se ha llevadoa cabomedianteCCF, derivatizacióncon ATF o espectrometríade

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

1. 3. 2. 2. Métodosinmunológicospara el análisisde AF M1 en lechey

productoslácteos

Losmétodosinmunológicosparala deteccióndeaflatoxinasnosedesarrolla-

ron hastafinales de los añossetenta.Comopasoprevio parael desarrollode estos

procedimientos ha sido necesaria la preparación de estas sustanciascomo
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inmunógenos,ya que debido a su bajo peso molecular se comportan como

haptenos,no siendocapacespor sí solas de inducir la formaciónde anticuerpos

[Frémy y Chu, 1989;Chu, 19861.

El siguientepasoha sido la producciónde anticuerpos[Frémy y Chu, 1989]. En

el casode la AP M1 haydiversosestudiossobrela produccióndeanticuerpostanto

policlonalescomomonoclonalesfrente aestatoxina,aunqueen la mayoríade los

casossonfrecuenteslasreaccionescruzadasconotrasaflatoxinas[Woychik y col., 1984;

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

Una vez superadosestosrequisitossehanpuestoapuntodiversastécnicas

de determinación.En estesentidohay trabajossobreel empleode RIA y ELISA,

siendoestaúltima metodologíay concretamenteel ELISA competitivo directo el

sistemamásdifundido [Pestkay col., 1981;Frémyy Cho, 1984;Martlbauery Terpían,1985]. Estas

técnicaspuedenser aplicadastanto a leche como a otros productoslácteos,con

pasospreviosde purificaciónnormalmentebasadosenel empleode cartuchosde

fasenormalo reversa.Los límitesde detecciónparaestastécnicasaplicadasa leche

oscilan entre 0,005 [Martlbauer y Terpían, 19851 y 0’25 i.tg/Kg [1’estkay col., 1981],

0’01 pg/Kg en el caso del yogur [Frémy y Chu, 1984] y 0’05 pg/Kg en técnicas

aplicadasen queso[Frémy y Chu, 1984].

1. 3. 2. 3. Validación y comparaciónentre los métodosde análisis de AF M1

en lechey productos lácteos

Hemoscomentadocon anterioridadque diversosorganismos(AOAC, DF,

IIJPAC...) llevan a cabode formaperiódicaestudiosde colaboracióncon objetode

validar el empleode diversosmétodosde análisis.Los aspectosquesetienenen

cuenta en estos estudiosson: sensibilidad,especificidad,límite de detección,

reproductibilidad,repetitividad,coste,tiempode ejecucióny sencillez.

La mayorpartedeestosestudiossehandesarrolladosobretécnicasdeCCF

y CL, habiendofinalizadoen1992un estudiodecolaboraciónpreliminarpropuesto
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por la IDF, sobrela determinaciónde AP M1 empleandocolumnasdeinmunoafini-

dad [Scott, 1992]. Existen numerososestudios de este tipo sobre técnicas de

inmunoanálisisenotros productosy enel casode los productoslácteoshayvarios

trabajossobrela comparaciónentretécnicascromatográficase inmunológicas,así

como entrevarios procedimientosinmunológicos[Frémy y Chu, 1989;Stubblefieldy Van

Egmond,1989].

Otro aspectoimportanteen la validación de métodos son los estudios

interlaboratoriales,entre los que destacanpor su importanciael Programade

Análisis de AF M1 de la AgenciaInternacionalde Investigaciónsobreel Cáncer

(IARC) IFriesen, 198911 y los métodosde análisis llevados a cabo por la Oficina de

Referencia de la Comunidad Europea (BCR), uno de cuyos proyectos más

importantesha sido la elaboraciónde materialesde referencia(lecheen polvo

contaminadaconAIF M1 de formanaturala distintosniveles)parasuempleoen la

comprobaciónde métodosanalíticos[Van Egmondy Wagstaffe,1986, 198811.

1. 3. 3. Métodosde análisisde otras aflatoxinas en lechey productos lácteos

A pesarde la mayor importanciadel análisis de la AF M1 en productos

lácteos,se han desarrolladoalgunasmetodologíaspara la detecciónde otras

aflatoxinas(B1, B2, G1, y G2), fundamentalmenteen queso.Pocosde estosprocedi-

mientosabarcanexclusivamentela detecciónde esascuatroaflatoxinas,siendola

mayoríaaplicablestambiénal análisisde la AF M1 [Scott, 1989].

Los pasosde extraccióny purificaciónen los primerosmétodospublicados

se realizabanmediantepartición con solventesorgánicos,llevando a cabo la

detecciónmedianteCCF [Scott, 1989].

En 1976, Kiermeiery Weisspublicaronun métodorápidoparael análisisde

las cinco aflatoxinas mencionadasen varios productoslácteos.La extracciónse

llevabaa caboconcloroformoañadiendounasoluciónde ácidosulfosalicílicopara

romperlasemulsiones.La purificaciónserealizabaconcolumnacromatográficade
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gel de sílice y la detecciónmedianteCCF y densitometría.

La metodologíadesarrolladapor Domínguezy col. [19871 (ver apartado

1.12.1.) aplicable a leche,yogur y queso,tambiénpermite el análisisde varias

aflatoxinas(M1 y B1), con unos porcentajesde recuperaciónelevados.

En 1985, Kamimura y col. pusieron a punto un método basadoen la

detecciónmediantecromatografíaen capafina de alta eficacia (CCFAE), aplicable

al análisisde las cinco aflatoxinas en quesoy otros productos,con un límite de

detecciónde O’1O-O’20 pg/Kg.

Conel desarrollode los sistemasde CL tambiénsehanpropuestométodos

para el análisis de varias aflatoxinas en derivadoslácteos. Asimismo, existen

algunostrabajossobreel uso de técnicasinmunológicasparaeste tipo de análisis

[Scott,1989].

1. 3. 4. Métodos comercialespara el análisis rápido de la AF M1 sola o en

combinación con otras aflatoxinas

Los sistemascomercialesdisponibleshasta el momentopara el análisis

rápidodeaflatoxinasen alimentossebasanprincipalmenteentécnicasinmunológi-

cas: ELISA o columnasde inmunoafinidad.Las característicasdeestossistemasse

detallan en la Tabla 1.6 [Lee, 1989]. Por otro lado, las miicolumnas de afinidad

tambiénseempleanparala purificacióndeextractospreviaa la detecciónmediante

CL, incluyéndosetambién en la tabla los sistemas comerciales disponibles

actualmenteparaesefin.
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Tabla 1.6. Relaciónde los sistemascomercialesdisponiblesen la actualidadpara el análisis

rápido de aflatoxinasen alimentosasí como de los métodoscomercialesaplicablesa la purificación de

extractos[Lee, 1989].

Sistema AF Tipo de

sistema

Nivel de

detección

Tiempo Aplicación

Aflatoxin M1 ELISA micro- 0’01 pg/Kg 40b Semicuantitativo

test titulación

AgriScreen B~. B2, C1, ELISA micro- Visual, instrumental,

titulación 0’2 AF M1
8 semicuantitativo,

cuantitativo

Aflatoxin M, Columnade c O’l~ Visual y semicuan

afinidad titativo

Aflatest-I’ E
1, C,, 8,, Columnade 28 Instrumental,

afinidad 0’1 AF M,
8 semicuantitativo

Aflatest-F E
1, G1, 8,, Columnade 5C Purificaciónpara CL

CM2’ afinidad

Easi-Extract Columnade 17C PurificaciónparaCL

afinidad

8 medidoen mg/Kg. medidoen mm/muestra. tiempode purificaciónen mm.

1. 3. 5. Métodos empleadospara el análisis de aflatoxinas en leche y

productos lácteossegún las reglamentacionesoficiales

Una de las consecuenciasprácticasdel desarrollode métodosde análisis y

de los estudiosde validación de éstos es la adopciónpor parte de autoridades

nacionalesosupranacionalesdeunadeterminadametodologíacomométodooficial.

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

reglamentaciónacercade los nivelesde aflatoxinasen alimentosen los distintos

paises,seapreciaquetodavíapocoscuentanconmétodosoficiales y enotroscasos

los métodosestánenfasede propuesta.Enlos paisesquecuentanconmetodología

oficial éstasebasaentécnicasdeCCFo CL, amenudosegúnlos métodosoficiales

de la AOAC o modificacionessobreéstos [Van Egmond,1989a] (Tabla1.7.)
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Tabla1.7. Situaciónactualsobrelos métodosde análisis

diferentespaises[Van Egmond,1989a].

de aflatoxinasen productoslácteosen

Metodología

Pais Productos Carácter Tipo Referencia

Leche

Lecheen polvo

Oficial CCF

Oficial CCF

Stoloff y Scott, 1984

Stoloff y Scott, 1984

Alimentosinfantiles Propuesto CCF Stubblefield,1979

Todo tipo de

productoslácteos

Oficial CCF

y CL

Grupode Trabajo, 1985

Todo tipo de

productoslácteos

Oficial Métodosde la AOAC publicados

en el Acta Hygienica

Francia

Holanda

EEUU Lecheentera,desnataday

leche en polvo

Lecheen polvo para

alimentosinfantiles

Leche,lecheen polvo,

queso,mantequillay

alimentosinfantiles

Oficial CCF

y CL

Oficial CCF

Propuesto CCF

y CL

Stoloff y Scott, 1984

Arreté 20/10/85

)ournal Officiel de la République

Fran~aise,20/11/85

Stubblefield,1979 modificado

Productoslácteos

líquidos

CL MétodosOficiales de la AOAC

con modificaciónpara CL según

De Vries y Chang, 1882

Leche, lecheen polvo,

crema,lechecondensada,

mantequillay queso

Oficial CCF

y CL

Grupode Trabajo, 1982

Lechey otros

productos

Oficial MethodicdocumentsMinszdrav

USSR 2273-80 (10/12/80) y 4082-

86 (20/03/86)

Argentina

Austria

Antigua

Checoslo-

vaquia

Suecia

Suiza

Antigua

URSS

publicaciónqueincluye tresmétodos:el deCauch y col., (1979),el de Steinery Battaglia,(1983)

y el Método del LaboratorioCantonalde Zurich.
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1.4. TECNICAS DE MEMBRANA PARA LA EXTRACCION Y SEPARA-

ClON DE SUSTANCIAS

1. 4. 1. Antecedentes

La tecnologíade membranasseviene aplicandoen la industriaalimentaria

y farmacológicadesdehacemásdetresdécadas.Los procesosmásempleadosson

ultrafiltración, ósmosisinversa,electrodiálisis,microfiltración, etc [Leiva, 1992;Prasad

y Sirkar, 1989]. No obstante,la necesidadde encontrarsistemasde extracción y

separaciónde residuosde interéssanitarioy ambientalenalimentos,agua,fluidos

orgánicosy otros sustratos,ha hechoqueseinvestigueel uso deestastecnologías

enel campodel análisisde residuostóxicos,incluidaslas micotoxinas[Tuinstra y col.,

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

El fin que se persigueen estoscasoses la eliminaciónde sustanciasque

interfieranen la posteriordetecciónde los analitosy la concentraciónde éstos.Por

otro lado,conel empleoen variastécnicasdesarrolladasrecientementedesistemas

de detecciónsofisticadosy de coste elevado(columnas separadoraspara CL,

precolumnasde inmunoafinidad,etc), se estáprobandoel empleo de sistemas

basadosen el uso de membranas,que permitan obtener un alto grado de

purificación de los extractos,de modo quese asegureel mejor mantenimientoy

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

Dentro de la investigaciónde los procedimientosde membranapara el

análisisde residuoslos estudiosse han centradoen las técnicasde diálisis, que

solventanen gran medida los problemasocasionadospor los procedimientos

tradicionalesde extracciónlíquido-líquido.

La extracciónlíquido-líquido convencionalha formadopartede numerosas

metodologías para extraer micotoxinas desde los primeros análisis de estos

compuestos.En la extracciónliquido-líquido el compuestode interés tiende a

distribuirserápidamenteentre los dos líquidos o solventespuestosen contacto,
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segúnsu solubilidad relativaen ambos.Los dos líquidos suelenser inmisciblesy

forman dos fases distintas que pueden ser separadasfácilmente mediante

decantación.No obstante,y al encontrarselas dos fasesíntimamenteunidas, es

frecuentela formaciónde dispersionesde un solventeen el otro, quepuedenser

bastanteestablesy dificultar la recuperaciónde las sustanciasde interés. Otros

problemasquesederivandelempleodeestametodologíacuandolasmuestrasson

muy complejas(alimentos,fluidos orgánicos,etc), esla formaciónde precipitados

de proteínaso la formaciónde micelasde lípidos, que puedeninterferir en la

deteccióno ‘secuestrar’los analitosdisminuyendosu recuperación[Sirkar, 1990].

El empleo de membranasporosaspara la separaciónde los dos líquidos

resuelveen parteestosproblemasya queel contactoentreambossólo esposible

a travésde los poros, conlo cual se reducela formaciónde dispersiones.Además,

si el tamañode los poros es el adecuado,se evita la formaciónde emulsiones

lipídicas y precipitados,llegandoa establecerseel pasoselectivode sustanciasde

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

A continuación se describen algunos de los sistemas de membrana

propuestospor varios autoresparala extracciónde diferentestipos de sustancias.

En 1984,Kiani y col. desarrollaronel empleode un sistemadeextraccióncon

unafaseacuosay otra orgánicaseparadaspor una membranaporosahidrofóbica

de polipropileno. Esta membranase humedecíapreviamentecon uno de los

líquidos, de forma que los poros se rellenarancon el solvente,disponiendoa

continuación el otro liquido en la parte opuestade la membrana.En estas

condiciones uno de los dos líquidos, que era consideradocomo el líquido

humectante,tendíaadesplazaral otro fluyendoa travésde la membranay creando

dispersionesen el otro solvente. Por este motivo, la interfase tenía que ser

estabilizadamanteniendounamayor presiónenel líquidonohumectante,deforma

que secreabandosfasesinmóviles a travésde las cualesseproducíael intercambio

de solutossin formarsedispersionesde un líquido enotro. La mayor influenciaen

el rendimientodel procesola ejercíala propiamembranadebidoa suscaracterísti-
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cas geométricasy sus propiedadesde porosidad, tortuosidad y espesor.La

aplicaciónde la técnicadetalladaen estetrabajoerala extracciónde ácido acético

presenteen unasoluciónacuosaa otra soluciónde xileno.

Cussler y col., en 1987, patentaronun aparatopara la extracciónlíquido-

líquido medianteseparacióna través de una membranaporosa,con objeto de

mejorarlos rendimientosde lossistemasanteriores.En estetrabajoseespecificaban

lascaracterísticasquedebíantenerlasmembranasy los solventesempleadosen la

extracción,de forma que se recomendabaque el solvente que humedecierala

membranafuera aquélen el queel analitopresentaseunamayorsolubilidad.

Posteriormente,y siguiendola misma linea de trabajo anterior, Prasady

Sirkar [1989]desarrollaronun sistemadifásicoparala extraccióndeácidomevinolíi-

co a partir de caldos de cultivo de Aspergillus terreus, empleandomembranas

porosasasimétricasformadaspor unacapahidrofílica y otra hidrofóbica.

En 1990, Sirkar diseñóun equipo para la extracciónindustrial de forma

automáticade varias sustanciasde interés farmacológico,basadoen el procedi-

miento anterior. El sistemadesarrolladopor Sirkar en esta patentepretendía

subsanaralgunosde los problemasqueseplanteabancon la metodologíadescrita

por Kiani y col., en 1984.El principalproblemaeraqueel procesoanteriorrequería

el empleode un controladorque asegurarael mantenimientode la diferenciade

presiónnecesariadurantela diálisis. En la mayoríade los casosesosaparatoseran

costososy dabanlugar apequeñasvariacionesde presiónque alterabanel proceso

deextracción.En la patentedeSirkar de 1990 seproponíael usodevariostiposde

membranasasimétricas(conunacarahidrofílica y otrahidrofóbica),quepermitían

el mantenimientoestablede la interfaseentrelos dos líquidos (uno miscible con

aguay el otro inmiscible),de forma queno era necesarioel control de la presión.

Actualmenteunode los aspectosdemásinterésen el desarrollode sistemas

analíticos es su posibilidad de automatización.En relación a las técnicasde

detecciónuno de los procedimientosmásempleadosen el análisisde residuosde
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interés sanitario y ambiental es la CL. Esta técnica se presta mejor que otras a la

adaptación de sistemasde preparaciónde las muestrastotalmenteautomatizados

conlas ventajasen la reduccióndetiempo y manode obraqueello supone¡Cooper

y col., 1988].

En estesentidohayvariostrabajossobrela aplicacióndediferentesmodulos

de diálisis automáticos,combinadoscon sistemasde CL, para la purificación y

concentraciónde residuos con vistas a la preparaciónde numerosostipos de

muestras.

Así, Aerts y Beek [1988]desarrollaronun sistemaautomático,empleandoun

bloquedializadorcomercialde flujo continuo,parael análisisde sulfonamidasen

carne, huevos y leche. Posteriormente,este grupo de trabajo ha adaptadoel

mencionadosistemapara el análisisde compuestosnitrofuránicos[Aerts y col., 1990].

Conrespectoa la aplicaciónde técnicasdemembranadentrodelanálisisde

micotoxinaslas primerasreferenciasson de 1965, empleándoseun procesode

diálisis para la purificación de extractosobtenidosmediantesistemasconven-

cionalesde extracciónlíquido-líquido [Jayaramany col., 1965]. Robertsy Patterson,en

1975,publicaronun trabajoenel queseincorporabadurantela fasedepurificación

un procedimientode diálisis con volúmenesmuy reducidos,conel fin deeliminar

pigmentos y lípidos de los extractos,para la detecciónposterior de varias

micotoxinasen diferentesalimentos.Posteriormente,en 1981, Howell y Taylor

emplearonestemismosistemade purificaciónen el desarrollode unatécnicade

multiextracciónde micotoxinasen piensos.La diálisis se efectuabaa partir del

extracto obtenido empleandoun cartucho de purificación tipo Sep-Pak®y la

detecciónserealizabapor CCIF o CL. Asimismo,Eller y col. [198511desarrollaronun

sistemade pretratamientode las muestraspara el análisis de patulina,mediante

adiciónde ácido ascórbicoy dializaciónposterior.

En el casode las aflatoxinas,apartede los trabajosmencionadosanterior-

mente,Pattersony Roberts,en 1975,adaptaronel procedimientodediálisis parala
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purificacióndeextractosde lecheconel fin de detectarAF M~. Másrecientemente,

Tuinstra y col. [1989, 1990] han empleado un equipo dializador automático,

combinadoconun sistemaparala concentraciónderesiduos,en la preparaciónde

muestrasde lechedescremadaparael análisisdeAF M1 medianteCL. La aplicación

deestesistemapresentalas ventajasde no requerirningúnsolventeorgánicopara

la preparaciónde las muestrasde leche y de queel tiempo de realizaciónde los

análisisesreducido.El porcentajederecuperaciónobtenidopor estosautoresesdel

50% y el límite de detecciónde 50 ng/Kg.

Otraaplicaciónde los sistemasdediálisisautomáticosapareceenuntrabajo

de Farjamy col. [199211.Estosautoreshanempleadovariossistemasdediálisis enel

tratamientode muestrasde leche para el análisis de AF M1. La finalidad de este

procesode diálisiserapurificar lasmuestrasparasupasoposteriora travésde una

columnade inmunoafiidad,deforma quefueraposibleconseguirla reutilización

de lascolumnas,quepierdenefectividadrápidamenteconlos procesadosnormales

de las muestrasdebido a la degradaciónde los anticuerpospor acciónde las

enzimasproteolíticasde la leche.

1. 4. 2. Diálisis difásica

1. 4. 2. 1. Fundamentode la técnica

Una de las técnicasmássencillasdentrode los procesosde diálisispara la

extracciónde residuosde diversoorigenes la denominadadiálisisdifásica (DO),

desarrolladay patentadaennuestrolaboratorio[Domínguez y col., 1991, 1992].

El procesosebasaen la separaciónde doslíquidos inmisciblesmedianteel

empleode tubosde diálisis elaboradosa partir de unamembranasemipermeable

de celulosaregenerada.En esascondicionesel pasode los analitosde un solvente

a otro viene determinadopor el coeficientede partición entre ambosy por la

capacidaddeatravesarlos porosde la membrana.Segúnesto,apartir de la elección

adecuadade los solventesy de la membrana,esposibleobtenerla recuperaciónde
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los analitoscon unagran selectividad[Blancoy col., 1991;Domínguezy col., 1991, 1992].

Los residuosde interéssanitarioy medioambiental,dondese incluyenlas

micotoxinas,son normalmentecompuestosquecumplendos propiedades:poseer

un bajopesomoleculary ser mássolublesensolventesorgánicosqueensoluciones

acuosas.A esto hay que añadirque estos compuestosa menudose encuentran

presentesde forma natural en solucionesacuosas,ya sean alimentos (leche,

zumos...>o fluidos orgánicos(arma,suero,etc). Porestemotivo, las aplicacionesde

la DD desarrolladasposteriormenteen nuestrolaboratorioutilizan comolíquido

extractantediferentessolventesorgánicos,quesecolocanenel interior de los tubos

de diálisis. La membranaempleadaes resistentea la acciónde los solventesy

presentaun tamañode poro pequeño,de forma que se consigueel pasode las

sustanciasde interésmientrasla mayoríade los compuestosinterfirientesde alto

pesomolecularpermanecenen la faseacuosa.La ventajaprincipalquesederivade

la DD esquesetratadeun sistemasimultáneodeextraccióny purificación,queno

requiere un control sobre la presión y que en la mayoría de sus aplicaciones

permitela deteccióndirectade los analitosenel extractoorgánicosin necesidadde

otros pasosde purificación [Blanco y col., 1991;Domínguezy col., 1991,19921.

Brevemente,podemosdescribir el procedimientode DD de la siguiente

forma: una vez preparados,los tubos de diálisis se introducenen un matrazque

contienela matriz acuosaconel analitoy el conjuntose incubaen agitaciónorbital

con temperaturacontroladaduranteun periodode tiempo variable.Finalizadala

extracción,la faseorgánicacontenidadentrodel tuboseprocesamediantetécnicas

convencionales[Blancoy col., 1991;Domínguezy col., 1991, 19921.

Como hemosmencionadoen párrafos anteriores,el rendimientode la

extracciónmedianteDD dependedel coeficientedeparticióndelcompuestoen las

dos fases, siendo la transferencia(cuando se emplean volúmenesiguales de

líquidos) superioral 5O0/o enmuchosde los casos.En estesentido,igual queocurre

en los procesosde diálisis convencional,la eficaciade la transferenciapuedevariar

si semodificanlos parámetrosderealizaciónde la diálisis [Blancoy col., 1991;Domínguez
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y col., 1991, 1992].

Segúnlos resultadosobtenidosen los diferentesestudiosseha comprobado

que la modificación de los parámetrosy la determinaciónde las condiciones

óptimasde realizaciónde la técnicavaríanen funciónde la sustanciainvestigada.

Las condiciones básicas para optimizar el sistema son las siguientes:

naturalezadel solventeorgánico, relación de volumenentre la fase acuosay la

orgánica,tiempoy temperaturadeextracción,pH delasmuestrasy preparaciónde

lasmismasenel casodetratarsede matricessólidas[Blancoy col., 199tDomínguezy col.,

1991, 1992].

1. 4. 2. 2. Aplicaciones de la DD

La técnica de DD desarrollada en nuestro laboratorio presenta numerosas

aplicaciones,algunasde las cualesseencuentrantodavíaen fasede experimenta-

ción. Las másdestacadasson:

- Análisis de patulina en zumosde manzanay alimentosinfantiles, con

posteriordetecciónmedianteCCF o CL de fase reversa[Prieta y col., 1992, 1993;Prieta,

1993].

- Extracciónde cloranfenicolen lechecon detecciónpor CL de fasereversa

[Bayo y col., 1992, 1993].

- Análisis de clembuterolen orina debóvido, con detecciónmediante

CCFAE [Cámaray col., 1992].

- Extracciónde heptacloroen muestrasde agua,con posteriordetección

medianteCCFAE [Domínguez y col., 1992].
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- AnálisisdeocratoxinaA en trigo, condetecciónporCCFAE,de esterigma-

tocistinaenzumosdefrutascondetecciónmedianteCCF,deavermectinaen

mediosde cultivo microbiológicos(detecciónpor CL de fasereversa)y de

hidrocarburospoliaromáticosen agua y suelo (detecciónpor CL de fase

reversa).Todasestasaplicacionesse encuentranactualmenteen fase de

investigaciónen nuestrolaboratorio(resultadosno publicados).

1. 4. 2. 3. Ventajasgeneralesde la técnicade DD

Entodaslasaplicacionesde la técnicadeDD desarrolladashastael momento

ha sido posible comprobaruna serie de ventajas frente a los procedimientos

alternativosempleadosparala extracciónde residuos.

En primer lugar podemosdestacarquela aplicaciónde la técnicaes muy

sencilla,no requiriendopersonalespecializado.Asimismo,otraventajaimportante

essueconomía,tantoen materialgeneralcomoen el especificoparala realización

de la DD. Laeconomíadetiempo encuantoal periododeocupaciónde los técnicos

tambiénes notable. A todo estohay que sumarque, en los casosen que no se

requierenprocedimientosañadidosde purificación, la sencillezy reducciónen el

tiempodel análisisesaúnmayor [Domínguez y col., 1991, 19921.

Por último, unaventajaimportantedesdeel puntode vista de la seguridad

enel laboratorioy del riesgodecontaminaciónmedioambientalesel pocovolumen

de solventesorgánicostóxicosnecesariopararealizarlas extracciones[Domínguezy

col., 1991, 1992].

1. 4. 2. 4. Posibilidadesfuturas de la técnica de DD

Dentrode las posibilidadesque encierrael empleode la DD comotécnica

analíticaseencuentrasuadaptacióncomosistemaparala extracciónsimultáneade

varios compuestosdistintos en una mismamuestra.El desarrollode sistemasde

multiextracciónes un aspectoimportantedel análisisde residuos,debidoa que
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supone la simplificación de las tecnologías, la reducción de los costesy la

posibilidaddeobtenerdeformaunificadainformaciónsobrela presenciadegrupos

de compuestosde interésen un mismotipo de muestra.

Por otro lado, hemosmencionadocon anterioridadla tendenciaactual

crecientesobre la puestaa punto de metodologíasde análisisde forma total o

parcialmenteautomatizadas.Desdeeste punto de vista la automatizacióndel

procesode DD supondríael pasode un sistemaestáticoa uno de flujo continuo,

con el que se podría conseguirla máxima extracciónen un periodode tiempo

menor.

Asimismo, y relacionadocon el punto anterior, es posible pensaren la

aplicabilidadde la DD parala extraccióndecompuestosde interésindustrial,tales

comoantibióticosapartir de los procesosdefermentación.El empleode metodolo-

gíasde estetipo ya ha sido sugeridopor otros autorescomoPrasady Sirkar en

1989 o Sirkar en 1990.

En resumen,podemosdecirquelasposibilidadesanalíticasde la DV sonen

principiomuyextensas,siemprequelassustanciasqueseanalicenseancompuestos

de bajo pesomoleculary con mayor solubilidad en solventesorgánicosque en

solucionesacuosas.
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11.1. OBJETIVOS E INTERES DEL TRABAJO

El presentetrabajo se encuadradentro de una línea de investigación

orientadaa la puestaa punto de nuevosmétodosde análisisde micotoxinasy

otros contaminantesambientalesen alimentosy muestrasbiológicas.

Las técnicasmodernasparael análisis de residuossecaracterizanpor su

sensibilidad,especificidad,rapidezy posibilidadesdeautomatización,siendootros

aspectosno menosimportantesla sencillezde realización, la disminuciónen el

gasto de material y reactivos y la preocupaciónpor reducir la contaminación

medioambientaly el contactodelpersonalde laboratoriocon solventestóxicos.

Asimismo, otro punto de interéses el desarrollode técnicasanalíticas

aplicablesasustratosdiferentesy avariasmicotoxinasu otros residuossimultánea-

mente,de modo que se puedaobtenerinformaciónsobre la presenciade estos

compuestosempleandola mismametodología,conlas ventajasde reducciónde

tiempo y gastosqueéstoconileva.

No obstante,los avancesen las técnicasanalíticasno hanfavorecidopor

igual a todaslas fasesdelproceso,siendola propiaextracciónde los residuosen

la partedel análisisen la quese hanefectuadomenosmejoras.En estesentido,

aunqueexistenalgunostrabajosrecientessobreel desarrollode nuevastécnicas

aplicablesen esta fasedel procesoanalítico,persistela necesidadde investigar

metodologíasde extracción de residuos que se ajustena las características

mencionadasde sencillez,economíay seguridad.

El objetivo de estetrabajoes desarrollarunatécnicanuevade análisisde

aflatoxinasen lechey productoslácteosprestandoespecialatencióna la fasede

extracción.Estatécnicasebasaráen el empleodel sistemade diálisis difásicaque

seestáinvestigandoen nuestrolaboratorioy quees aplicablea la extracciónde

compuestosde bajo pesomolecularmássolublesen solventesorgánicosque en

solucionesacuosas.
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Esta técnicase pretendeadaptara cuatrosustratosdiferentes:leche, leche

en polvo, yogur y queso,con objetode comprobarsu versatilidad.

Por otro lado, y a pesarde que el mayor interésen la contaminaciónde

productoslácteospor aflatoxinas radicaen el análisis de la AP M1, seestudiará

tambiénla eficaciade la DV parala extracciónsimultáneade la AP B1 y AP G1 a

partir de los mismos productos.De estaforma se pretendeprepararla técnica

como un sistemamultiextracciónpara evaluar la contaminacióntanto de tipo

indirectocomo directo de estosalimentospor aflatoxinas.

Una vez desarrolladaslas distintas técnicas analíticas, los estudios se

centraránen comprobarla validez de la DD para la extracciónde AP M~ en

muestrasde lechecomercial.El propósitode esteestudioserátambiénconocerla

incidenciade AP M1 en esteproducto,ya que los trabajossobre este tema en

Españason muy escasos.

Porúltimo, estetrabajosecompletaráconun estudioenel queseempleará

leche en polvo contaminadacon AP M1 de forma natural, suministradapor la

Oficinade Referenciade la ComunidadEuropea(BCR),conobjetode comprobar

la eficaciade la metodologíade DV desarrolladaparala extracciónde AP M1 en

esteproductolácteo.

En resumen,los objetivosdel presentetrabajoson:

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

alimentosbasadaen un procedimientode diálisis comofasede extracción.

2. Aplicación de la técnicaparala extracciónde AP M1 de leche,lecheen

polvo, yogur y queso, con detección posterior mediante un sistema de

cromatografíaen capafina.
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3. Aplicación de la OD para la extracciónde otras aflatoxinas (AF G1 y

AP B~) de los productoslácteosmencionados.

4. Estudio de la incidencia de AP M1 en leche comercializadaen la

Comunidadde Madrid.

5. Empleo de materialesde referenciacon objeto de validar la técnica

desarrolladaparala extracciónde AF M1 de lecheen polvo.
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III. 1. MATERIAL

III. 1. 1. Aflatoxinas

- Patrones.Seemplearonaflatoxinasen formacristalinasuministradasenvialesde 1 mg -AP B1

y AF ES1- y 0’01 mg -AF M~ (SigmaChemical).

- Solucionesde trabajo. A partir de los patronesse elaboraronsolucionesde cadatina de las

aflatoxinasa diferentesconcentraciones,empleandotriclorometano,acetonitrilo y medio de

cultivo dehongosde Adye y Mateles[1964] (AM) como solventes.

III. 1. 2. Aparatos de uso general

- Rotavaportipo VV-1 (HeidolphSelecta).

- Bombade vacío A-C motor n
0 1276 (GeneralElectric).

- Balanzamonoplatomodelo126 MP (Sartorius).

- Medidor depH modelo 414 (Crison).

- Agitador detubos(Selecta).

- Agitador devaivén (Heron).

- Secadorde cabello(Braun).

- Vitrina de extraccióndegases.

- Lámparade luz UV CamagStandardn0 29200,conluz Liv de 366 nmSylvaniaPBTS/BLB y

de 254 nm 5 GermicidalGBTS.

- Bafio termostáticomodelo 401 (Univeba).

- Autoclave(Selecta).

- Cámarade incubacióna 37 0C.

- Estufasde cultivo a 42~ C.

- Arcén congeladorde -20 0C.

- Cámaraderefrigeración.

- Horno regulableentreO y 250 0C (Heraeus).

- OrdenadorpersonalCO? 486 (Comelta).

- OrdenadorpersonalOlivetti PCS386sx.

- ProgramasinformáticosWord Perfect5.1., HarvardGraphics3.0. y Endnote.

- EspectrofotómetroHitachi 150-20 Spectrophotometer,equipadocon procesadorde datos

Hitachi 150-20 DataI’rocessor.

- Homogeneizadorde aspas(Fediya).
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- Agitador incubadorcon temperaturay agitaciónorbital ajustablesModelo G25

(New Brunswick Scientific).

- Agitador incubadorcon temperaturay agitación orbital ajustablesLab-lineOrbit Environ-

Shaker(Lab-line lnstruments).

III. 1. 3. Material de vidrio

- PipetasPasteur

- Pipetasgraduadasde1,5 y 10 ml.

- Probetasde 10, 25, 50, 100 y 250 ml.

- Embudos de decantacióncónicosde 250 y500 mí, con llave de teflón y tapónde polietileno.

- Embudos de vástago corto.

- MatracesErlenmeyerde 50, 100, 250, 500 y 1000 ml.

- Matracesen forma de pera de 500 ml especialespara rotavapor.

- Tubos de centrífugacónicosde 10 ml graduadosy sin graduar.

- Viales color ámbar de 5 y 10 ml con tapónde rosca.

- Miniviales de 2 ml con tapónde rosca.

- Matracesaforadosde 10 y 100 ml de capacidad.

- Frascosde vidrio con tapónde rosca,de distintacapacidad(Pyrex).

III. 1. 4. Reactivos (Grado analítico).

- Triclorometano.

- Diclorometano.

- Acetatode etilo.

- Acetona.

- Metanol.

- Alcohol isopropilico.

- Acetonitrilo.

- Sulfato sódicoanhidro.

- Éter etílico.

- Éter dietílico.

- Soluciónde NaOH IM.

- Soluciónde HCI iN.

Soluciónde lejía comercialal 100/o.

Solución de NaHCO3al 0’3%.

Soluciónde Na1HPO4al 0’3%.
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- Soluciónparala preparaciónde las muestrasde queso[Tuinstra y col., 1989].

Composición:

Na3C6H5O7.2H20 10,0 g

CINa 4’5 g

NaN3 1,0 g

Aguadestilada 100’0 ml

III. 1. 5. Medios de cultivo

- Medio AM

Composición:

Glucosa 50’00 g

(NH4)ISO, 3’00 g

KPO4H, 10’00 g

MgSO4.7H20 2’00 g

.Na,B407.10H20 0’70 mg

(NH4)6Mo7O,.4H20 0’50 mg

Fe2(504)3.6H20 10,00 mg

ZnSO4.7H,O 17’60 mg

MnSO4.H20 0’11 mg

CuSO4.3H20 0’30 mg

Agua destilada 1000’00 ml

Preparación:

Se elaborabandossolucionesde salescon el fin de evitar la precipitaciónde algunas

de ellas. La primera con los compuestosde hierro y zinc y otra con las sales de boro, molibdeno,

manganesoy cobre.Estassolucionesse añadíanunavezdisueltosel restode loscomponentesy en la

proporciónde 1 mI/l. El medio asípreparadose esterilizabaenel autoclavea 110
0C durante10 mm.,

siendosupH final de 4’5.

III. 1. 6. Material para diálisis difásica (DD)

- Tubo de diálisis Vísking de celulosaregeneradacon tamañode poro 20/32 y un límite de

exclusiónde 8.000 a 15.000 daltons(Serva).La circunferenciadel tubo es de5 cm y la superficie

aproximada por cada10 cm de longitud es de 50 cm2.
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III. 1. 7. Material para cromatografía en capafina de alta eficacia (CCFAE)

Microjeringa de50 u1 modelo 700 (Hamilton BonaduzSchweiz).

Dispensadorrepetitivoadaptablea la microjeringa(Hamilton).

Peinetrazadordivisor de placas(Applied Science).

- Cromatoplacasde gel de sílice 60 sin indicadordefluorescencia,de10 x 10 cm (Merck 5631)

y 10 x 20 cm (Merck 5641).

- Bastidor de cromatoplacas(Desaga).

- Desecadorde vidrio con gel de sílice como agentedesecante<Desaga).

- Cámarasde desarrollocromatográficovertical (Desaga).

- Cámarasde desarrollocromatográficolineal paracromatoplacasde 10 x 10 cm (Camag).

- Aplicador automáticoparacromatoplacasLinomat IV (Camag).

- DensitómetrolectordeCCFCamagTLC/HPTLC ScannerII, equipadoconel programainfor-

mático Cats3 parael procesadode los datos (Camag).

III. 1. 8. Otros materiales

- Taponesde gomapara matracesy tubosde centrífuga.

- Micropipetasde 1 ml con puntasdesechables(Cilson).

- Tubos de gomaadaptadospara bombade vacío.

- Papelparafinado(Parafilm).

- Papelpara filtrado rápido de 9 cm de diámetro(Whatman40, Albet 240 o similares).

- Guantesde goma.

- Tubos de plástico estérilesde 3 ml.

- Recipientesde plástico estérilesde 100 ml paratoma demuestras.

- Vasosde precipitadode diferentecapacidad(Pyrex).

- Perasde Richardsony chupetesde goma parallenado de pipetas.

- Soporte de pie para sujeciónde embudosdedecantación.

- Tijeras.

- Papel de aluminio.

- Cubetasde plásticoparaespectrofotometría.

- CartuchosSep Pak de gel de sílice n0 51900 (Waters).

- Jeringasde 10 ml tipo Luer Lok.
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III. 1. 9. Alimentos empleadosen los diferentes estudios

- Lechecomercialentera(3’3% de grasabruta),envasadaenTetra Brik® y tratadamedianteel

sistematJI-IT.

- Yogur naturalcomercialenvasadoen cartón.

- Queso comercial semicurado(40% de grasabruta) tipo Manchego.

- Lecheen polvo comercial (0’3% de grasabruta).

- Materialde referencia:muestrasdelecheenpolvocontaminadasconAP M1 de formanatural,

CRM n” 282, 283, 284 y 285 (BCR).

III. 2. METODOS

III. 2. 1. Precaucionesy normas de manejo de las aflatoxinas

Debidoa la elevadatoxicidadde lasaflatoxinasy al riesgodecontaminación

que implica su utilización en el laboratorio,es obligado tomar una serie de

precaucionesenel manejodeestassustancias.Estasmedidasdeprecauciónfueron

ya establecidasen los añossesentaconel inicio de los estudiossobrelasaflatoxinas

y seempleanusualmenteen los laboratoriosdedicadosasuinvestigación[Fischbach

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

En este sentido,todas las manipulacionesque implicaban el manejode

material contaminadocon aflatoxinas,ya fuera la preparaciónde solucionesde

trabajo,contaminaciónde las muestrasde alimentoso manejode los extractosuna

vez realizadala técnicade DD, sellevabanacaboenuna cámaradeextracciónde

gasesy empleandoguantesde goma.

Cualquiermaterialdevidrio quehabíaestadoencontactoconlasaflatoxinas

se sumergíaantesde ser lavado en una solución de lejía comercial (5-6% de

hipoclorito sódico) al 10%, dondese manteníaal menosduranteuna hora. Los

miiviales y tubosde centrífugaque habíancontenidosolucionesde aflatoxinas

másconcentradassedetoxificabanmediantela aplicaciónde lejía sin diluir en su

interior [Natarajan y col., 1975;Yang, 19723.
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III. 2. 2. Modo de empleo de las solucionespatrón de aflatoxinas

III. 2. 2. 1. Solucionesde trabajo y condicionesde almacenamiento

Las aflatoxinascomercialessedisolvíanentriclorometano(20 ml enel caso

de las aflatoxinasB1 y G1 y 10 ml parala AP M1). La concentraciónde las solucio-

nes obtenidaserade 50 .¡g/ml paralas aflatoxinasB1 y G1 y de 1 pg/ml para la

solucióndeAP M1. Estassolucionesseconservabanenmatracesaforadosenvueltos

en papelde aluminio, tapadosy selladosconpapelparafinado,a temperaturade

refrigeración (4
0C) y se empleabanpara obtenersolucionesde trabajo menos

concentradaso enotros solventes.

Las solucionesdetrabajoqueseutilizabanparala contaminacióndirectade

las muestrasde alimentos y como patrón en la detecciónde las aflatoxinas

medianteCCFAE sepreparabana un gradodeconcentraciónde 0’50 y 0’05 vtg/ml

(AP E
1 y AP G1) y O’10 pg/ml (AF M1). En el casode precisarsesolucionesaún

menosconcentradasse realizabanlas dilucionesadecuadasde las solucionesde

trabajo,queseempleabanen lasexperienciasquelo requeríany queposteriormen-

te sedesechaban.Todaslassolucionesdetrabajosemanteníanenmiivialescolor

ámbartapadosy selladoscon papelparafinado,en congelacióna -20
0C.

Lassolucionesde aflatoxinaen acetonitrilo,empleadasparavariaspruebas

decontaminaciónen lechey yogur,sepreparabanapartir de lassolucionesmadre

en triclorometanomás concentradas,evaporandoeste solvente medianteuna

corriente de aire y redisolviendoposteriormenteen la cantidad adecuadade

acetonitrilo. Estas solucionessemanteníanigualmenteen viales color ámbaren

congelacióna -20 0C.
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III. 2. 2. 2. Calibración de las solucionespatrón

La calibración de las solucionespatrón se ha realizado siguiendo el

procedimientodescritoen el Método Oficial de Análisis de Aflatoxinas de la

AOAC n0 971,22 [Scott, 1990a¡.Las condicionesgeneralespara la calibraciónde las

solucionespatrónde cadaaflatoxinahansidolas siguientes:

- Se tomaban0’5 ml de la soluciónpatrónde la aflatoxinaque sedeseaba

calibrar y se pasabana un tubo de centrífuga graduadode 10 mí, donde se

evaporabatotalmenteel triclorometanomedianteunacorrientesuavede aire.

- El residuoobtenidose redisolviaen 2 ml de metanolabsoluto.

- Posteriormentese llevabaa cabo la valoraciónde la solución mediante

espectrofotometría.El valorcero correspondíaal metanolabsoluto.Seguidamente,

serealizabaunavaloraciónde la purezade la soluciónmediantela obtencióndel

espectrodesde330 a 370 nm. La valoraciónde la concentraciónde aflatoxinase

llevabaacabopor medidade la absorcióna la longitudde ondade350 nm (zona

de absorciónmáximade las aflatoxinasen soluciónde metanolabsoluto).

- Finalmente,el cálculode la concentraciónsehacíaresolviendola siguiente

ecuación:

pg de aflatoxina/ml=(A x PM x 1000)/s

Donde:

A = Unidadesde absorbancia

PM = Pesomolecularde la aflatoxina

E = coeficientede extinción molar de la aflatoxina en solución de

metanola 350 nm.
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Los valoresde PM y e para cadaaflatoxinasonlos siguientes[Scott, 1990a]:

Aflatoxina PM E

328 18.815

328 17.100

312 19.800

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

Antes del empleo de las solucionespatrón se esperabaa que éstas

alcanzaranla temperaturaambiente.

Conobjetodecomprobarlas posiblesmodificacionesen la concentraciónde

los patronesdebidasa la evaporacióndelsolventeporel usoo el almacenamiento,

se realizó un control que consistíaen el pesadode las solucionesde trabajo a

temperaturaambientey en una balanzade precisión,antes de su empleo e

inmediatamentedespués[Scott, 1990a1.Conestesistemasepudo comprobarque la

concentraciónde las solucionespatrónsemanteníaprácticamenteconstante.

Todaslas manipulacionesde los patronesde aflatoxinasserealizabanenel

menor tiempoposiblecon la finalidad deevitar la evaporaciónde los solventesy

no se manteníanviales con poca cantidad de solución, debido a su mayor

inestabilidad.

Siempreque era necesarioprepararsolucionesde trabajo a partir de las

solucionesinicialesdeaflatoxinassellevabaa cabola calibracióndeéstasúltimas,

comprobandode estemodoquela concentracióny la purezade la soluciónno se

habíavisto alterada.
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III. 2. 3. Desarrollo de la técnica de DD aplicada a la extracción de

aflatoxinas en leche con detecciónmediante CCFAE

III. 2. 3. 1. Planteamientodel trabajo

El plan de trabajoha consistidoen la puestaa puntode un métodoparala

extracciónde aflatoxinasM1, G1 y B1 en lecheaplicandola técnicade OD desarro-

llada ennuestrolaboratorio,con detecciónposteriormedianteCCFAE.

El estudiorealizadoen estatesis doctoral seha basadooriginalmenteen

algunas experienciaspreliminaresrealizadasen nuestro laboratorio, que han

servidopara el establecimientode una pauta inicial en la puestaa punto de la

técnica de DD para el análisis de leche y productos lácteos. Estos estudios

concluyeronen la elección de un tipo determinadode membranade diálisis,

investigandotambiénotros factorescomola disposicióndelsolventedeextracción

y la muestracon respectoal tubode diálisis y la diferenciaentreel empleode un

solventede extracciónpuro o mezclasde variossolventesen distintaproporción,

concretamentetriclorometanoy mezclasde éstecon acetona.

Posteriormentesehanestudiadootrosparámetrosde extracción:tiempo de

diálisis, influenciadelpH de la muestrade leche,empleode diferentesvolúmenes

demuestray temperaturadediálisis,conobjetodeencontraraquellascondiciones

en las queselograsenlos porcentajesde recuperaciónmáselevadosy los límites

de deteccióny determinaciónmásbajos.

Asimismo,y conformeibanavanzandolos estudiosdesarrolladosennuestro

laboratorioen otrasaplicacionesde la técnicadeDD, sehizo necesariocomprobar

la posibilidaddeemplearotrossolventes,conobjetode adecuarla técnicade DD

a la extracciónsimultáneade varios compuestosen una mismamuestra.

Por otra parte, se han establecidolas condicionescromatográficasmás

adecuadasparala detecciónde las aflatoxinasconel sistemade densitometriacon
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que cuenta nuestro laboratorio. En este sentido se han investigadodiversos

solventesdedesarrolloy sistemasde desarrollode lasplacasde cromatografía,así

comola comparaciónentrela CCF y CCFAEen la separacióny posteriordetección

de las aflatoxinasen estudio.

III. 2. 3. 2. Preparaciónde las muestrasde leche

Todos los estudiosinicialessehan llevadoa caboempleandoleche entera

UHT, correspondienteaun mismo lote de envasadoy antesde cumplirsela fecha

de caducidaddelproducto.

Los volúmenesde muestrase medíanen probetasgraduadasy la leche

restantese almacenabaselladaconpapeladhesivoa temperaturade 4 0C. La leche

procedentede un mismo envaseno seemplebaparalas experienciasen más de

tres días sucesivos,con objeto de evitar cualquier alteracióndel producto que

afectasea los análisis.

Enel estudiosehanempleadovolúmenesde lechede50, 250 y 1000mí, que

sedistribuíanen matracesErlenmeyerde 1000 ml de capacidad,salvoen el caso

del volumende muestrade 1000 mí, que sedisponíaen un matrazde 2000 ml.

Tambiénseha investigadola influenciadelpH de la lecheen la eficaciadel

métodode extracciónde las aflatoxinasmedianteDD. El pH normal de la leche

oscilabaentre6’5 y 6’8, probándoseademásvaloresde 3’7, 47, 57, 77 y 8’7. En

estos casosel pH de las muestrasde leche se ajustabaempleandosolucionesde

HCl iN y NaOH1M.

La mayoríadelasexperienciassehanrealizadocontaminandolas muestras

con 0,05 pg/l de cadaaflatoxinacomosedescribeen los apartadossiguientes.

En todaslas experienciasse ha incluido la realizaciónde la técnicade DD

en unamuestracontrol de leche del mismo lote a la estudiaday sin contaminar
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con aflatoxinas.

III. 2. 3. 3. Contaminación de las muestrasde leche con solución acuosa

de aflatoxinas

La contaminaciónseefectuabacon una soluciónacuosade las aflatoxinas

enestudio,empleandocomosolventeel medioAM y añadiendoconayudadeuna

micropipetadirectamentea la muestra contenidaen el matraz la cantidad de

soluciónnecesariaparaobtenerel nivel de contaminacióndeseado.

III. 2. 3. 3. 1. Preparaciónde la soluciónacuosade aflatoxinas en medio

AM

Estasoluciónsepreparabacontaminandoun matrazErlenmeyercompleta-

mentesecoconla cantidadadecuadadesoluciónpatrónde la aflatoxinay dejando

que el triclorometanose evaporaseen su totalidad.Posteriormentese añadíaal

matraz50 ml demedioAM y semanteníaenagitacióna temperaturaambientepor

un periodode 30 mm. La soluciónobtenidade estaforma sedistribuía en tubos

de plásticoparacongelación,a razónde 3 ml por tubo.

Estassolucionessepreparabanindividualmentepara cadaaflatoxinay se

conservabanencongelacióna -80 0C hastasu utilización.

III. 2. 3. 3.2. Análisis de la concentraciónde aflatoxinas en la solución de

medioAM

A. Extracción de las aflatoxinas de la solución acuosa

La cantidadde aflatoxinapresenteen la soluciónacuosacontaminantese

calculabamedianteextracciónde la toxina con triclorometano.

Esta extracciónse efectuabasimultáneamentepara las tres aflatoxinas
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estudiadas.Paraello, seañadíaun volumen de 1 ml de cadasolución de medio

AM a un matrazErlenmeyerde 100 ml quecontenía50 ml de triclorometano.La

mezcla se manteníaen agitaciónenérgicaa temperaturaambienteduranteun

periodode 30 mm.

Una vez transcurridoestetiempo el contenidodel matrazsevertía en un

embudode decantación,dejándoloenreposohastaconseguirla separaciónde las

fasesacuosay orgánica.La faseacuosasedescartabay la faseorgánicasefiltraba

a través de un papel de filtro con sulfato sódico anhidro (4 g), con el fin de

eliminar restosacuosos.

El filtrado serecogíadirectamenteen un matraz en forma de pera y se

concentrabamedianterotavaporhastaun volumen aproximadode 2 ml que se

recogíaen un tubo decentrífugade 10 ml. La concentraciónfinal serealizabapor

medio de una corrientesuavede aire y manteniendolos tubos en un baño con

aguaa 45 0C. El volumenfinal del extractoseajustabaa 0’4 ml.

En todos los pasosse añadíaal material de vidrio que había contenido

aflatoxinasunacantidadadicionalde triclorometano,que despuésseincorporaba

al resto del extracto,con el fin de recuperarrestosde las toxinas que hubieran

podido quedaradsorbidasal vidrio.

B. Separacióny detecciónde las aflatoxinasde la solución acuosa

La separacióny detecciónsellevabaa cabo medianteCCFAE, empleando

cromatoplacasde gel de sílice de 10 x 10 cm sin indicador de fluorescencia.Las

condicionesde realizaciónde las cromatografíaseranlas siguientes:

- División de las cromatoplacasen10 franjasde 1 cmde anchurapor medio

de un peinetrazador,de las cualesno seutilizabanlas dos externas.

- Activación de las cromatoplacasa 110 0C durante30 mm.
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- Marcadode la situaciónquehabíandeocuparlos extractosproblemay los

patrones,establecidaa 1 cm de la basede las cromatoplacas.

- Limitación del recorridodel solventede desarrollomedianteel marcado

con un punzónde unalínea situadaa 1 cmdela partesuperiorde la cromatopla-

ca. Esto significabaqueel solventerecorríaun espaciode 9 cm.

- Colocación de los volúmenes

duplicado),medianteaplicaciónmanual

Los volúmenesdemuestraerande20 pl

de 4 pI parala AP M1 (correspondiente

AP G1 (correspondientestambiéna O’4

correspondientesa cada aflatoxina se

reservadasparaello.

de muestra y de patrón (ambos por

con ayudade unamicrojeringade 50 pl.

y enel casode los patronesdeaflatoxina

a 0’4 ng) y 8 pl en el casode las AP B1 y

ng de toxina). Los volúmenesde patrón

disponían conjuntamenteen las calles

- Desarrollode las cromatoplacasen cámarasde desarrolloverticalen las

que seañadíanunos 10 ml del solvente.Parael análisisde las aflatoxinasM1, G1

y B~ en extractosdemedioAM eraposiblela utilizaciónde variosde los solventes
de desarrollodescritosen la literatura. En nuestroestudio se ha empleadola

mezclacloroformo/metanolen la proporción95/5 (y/y).

- Empleo del sistema de cámarainsaturada,dejandoque el frente del

solventealcanzasela alturamarcaday retirandoenesemomentola cromatoplaca,

quese colocabaenunavitrina de extracciónde gaseshastaestarcompletamente

seca.

La detecciónde las aflatoxinaspresentesen las cromatoplacasserealizaba

medianteel empleo de un densitómetro,capaz de medir la intensidad de

fluorescenciaemitida por las aflatoxinascuandoson excitadascon luz UV a una

longitud de ondadeterminada.Ennuestrocasola lecturaseefectuabapor un haz

de luz UV con unalongitud deondade excitaciónde350 nm y colocandoel valor

cero a 3 mm por debajodel puntode aplicaciónde los extractos.El restode los
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parámetrosde la lectura,talescomola sensibilidad,ajustede la zonade medida,

amplitud del haz deluz Uy o amplificacióndela señalemitidaeranseleccionados

de acuerdoa las característicasde las cromatoplacasy de los extractosdispuestos

en ellas.

La detecciónse realizabapor comparaciónentre los valores de E< de las

aflatoxinasdispuestasen las callespatróny en los extractosproblema.

Debido a que no aparecíaningún tipo de sustanciainterfiriente en los

extractos de medio AM no fue necesario emplearningún sistema para la

confirmaciónde las aflatoxinas.

C. Cuantificaciónde las aflatoxinaspresentesen la solución acuosa

La cuantificaciónde lasaflatoxinasse llevó a cabopor densitometría,en las

condicionesseñaladasen el apartadoanterior.

El cálculode la cantidadde aflatoxinaspresentesen las cromatoplacasse

realizabaautomáticamente,a partir de la lectura del densitómetroy de los datos

sobre la cantidaden ng de aflatoxinapatrón dispuestaen la cromatoplaca.La

cuantificación se efectuabapor comparaciónentre las áreasrespectivasde la

sustanciaproblemay el patróncorrespondiente.

Finalmente,la cantidad total de aflatoxina en la muestra se obtenía

resolviendola siguienteecuación:

ng de AF/ml = C x

donde:C = cantidadde aflatoxinaen ng calculadaautomáticamente.

V = volumen total del extractoen al.

= volumende extractodepositadoen la cromatoplacaen pl.

La calibraciónde las solucionesen medioAM de aflatoxinasseefectuaba

semanalmente,con objeto de comprobarque no existieranvariaciones en la
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concentraciónde las mismas.

III. 2. 3. 4. Contaminación de las muestrasde leche con solución patrón

de aflatoxinas en triclorometano

En las experienciasen las quesehaempleadola contaminacióndelechecon

solución de aflatoxinasen triclorometano,éstaseañadíadirectamentea la leche

conayudade unamicrojeringay en la cantidadnecesariaparaobtenerel nivel de

contaminacióndeseado,cantidadquenuncaexcedíade 50 pl parala sumade las

tresaflatoxinas.A continuación,la lechecontaminadasemanteníaenun hornoa

60-65 0C durante15 mm conla finalidad de eliminarel triclorometano,esperando

a que alcanzasede nuevo la temperaturaambiente para continuar con la

extracción.

III. 2. 3. 5. Preparaciónde los tubosde diálisis

Las membranasde diálisis utilizadas en este estudio se suministran

comercialmenteen forma de rollos de 30 ni. La medidadel tubo dependíadel

volumendesolventequefueraacontener,siendola longitudempleadaennuestro

estudiode 60 cm paraun contenidode solventede 70 ml.

Una vez cortadas,las membranasse sumergíanen aguacorrientepara su

hidratacióny facilitar su manejo, lavándolasvarías vecespor el interior y el

exteriorpara conseguirabrirlasy comprobarsu integridad.

Seguidamenteseanudadauno desusextremos,colocandoenel interior del

extremolibre el vástagode un embudode vidrio y rellenandoel tubo de diálisis

con el volumende solventemedidopreviamenteen unaprobetagraduada.

Finalmente,se eliminaba el aire contenidoen el tubo y se anudabael

extremolibre restante.
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A continuación,el tubo de diálisis se introducíaenel matrazquecontenía

el volumende lechedeformaqueexistiesela mayor superficiedecontactoposible

entreel tubo y el liquido.

El rollo de membranade diálisis se conservabaenvuelto en papel de

aluminio y a 4 0C, preservándolode la desecacióny de posiblesroturaso pérdida

de flexibilidad. Este tipo de membranasno debíandejarsesecartras habersido

humedecidasdebidoa quepodíanproducirsecambiosen su porosidad.

A pesarde que las membranasde diálisis utilizadasno requeríanningún

tipo especialdepreparación,sehanrealizadoalgunaspruebashirviendolas tripas

en aguabidestiladadurante30 mm, paracomprobarsi se producíaalgúnefecto

en la capacidadde recuperaciónde las aflatoxinas.

III. 2. 3. 6. Extracciónde las aflatoxinas

Los matracespreparadoscon la muestray el tubo de diálisis secolocaban

en un agitadorincubador,realizándosela extracciónmedianteagitaciónorbital a

150 rpm.

Se ha estudiadola influencia de la temperaturaen el procesode diálisis,

realizandoextraccionesa 4, 15, 25, 37 y 45 ‘C.

Asimismo,sehaestudiadola posibleinfluenciadel tiempo de diálisis en la

capacidadderecuperaciónde las aflatoxinas,llevandoa caboextraccionesde1, 2,

3, 5, 8 y 18 horascon tres volúmenesdistintos de muestra(50, 250 y 1000 mí).

Prácticamenteen todos los casosel solventede extracciónutilizado fue

triclorometano(70 mí), aunquetambiénse han realizadopruebascon el mismo

volumende acetatode etilo

Una vez transcurridala diálisis se retiraba la membranadel matraz,
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lavándolacon aguacorrientey secandolaligeramentecon un papel de flitro. A

continuaciónse cortabauno de susextremosy el contenidode la membranase

llevabaa un embudode decantación,dejándoloen reposohastaproducirsela

separaciónde fases. La faseacuosasedescartabay la faseorgánica(inferior) se

filtraba a travésde un papelde filtro conaproximadamente4 g de sulfatosódico

anhidro,paraeliminarlos restosacuosos.El extractoserecogíadirectamenteenun

matrazen forma de peray seprocedíaa suconcentracióncomoseha descritoen

el apartadoIII.2.3.3.2.A. El volumenfinal de extractoera de 0’2 ml.

III. 2. 3. 7. Separacióny detecciónde las aflatoxinas presentesen los

extractos

La separacióny detecciónde las aflatoxinaspresentesen los extractosde

leche seha realizadomedianteCCFAE, siguiendoel procedimientodescritoenel

apartadoII.2.3.3.2.B. en cuantoa las características,preparaciónde las cromato-

placasy condicionesde desarrollo.

Los volúmenesde extractoproblemay extracto control sin contaminar

dispuestosen las cromatoplacaserande20 pl y la cantidaddepatróneradeC’4 ng

de cada aflatoxina. Todos los extractosy patronesse colocabanpor duplicado,

disponiendosiempredos callesparala colocaciónde patronesinternos,es decir,

callescon extractocontrol sin contaminarsobreel cual sedepositaban0’4 ng de

cadaaflatoxina.

En nuestro estudio también se han realizado pruebas empleandoun

aplicador automáticopara la disposiciónde los volúmenesde extracto en las

cromatoplacas.Asimismo, se ha probado el uso de un sistemade desarrollo

horizontal (Camag).

Las mezclasde compuestosensayadascomo solventesde desarrollohan

sido las quesecitan a continuación:

- Triclorometano/acetona(85/15) (y ¡ y).
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- Triclorometano/metanol(85/15).

- Triclorometano/metanol(95/5).

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

La detecciónde las aflatoxinas se realizabacomo se ha descritoen el

apartadoIII.2.3.3.2.B, teniendoen cuentala localizaciónde lasposiblesaflatoxinas

de los extractosproblemaen función de la separaciónobtenidaen las callescon

patrón interno y comparandocon el desarrollo de los extractos control sin

contaminar.

III. 2. 3. 8. Cuantificaciónde las aflatoxinaspresentesen los extractosde

leche

La cuantificaciónde lasaflatoxinasse realizóconformea lo expuestoen el

apartadoIll.2.3.3.2.C,comparandolas áreascorrespondientesa cadaaflatoxinaen

los extractosproblemay en las callescon patróninterno.

III. 2. 3. 9. Cálculo del límite de determinación de la técnica para el

análisisde leche

Entodoslos estudiosseha consideradoel límite de determinacióncomoel

nivel mínimode contaminaciónartificial detectableconla metodologíadeCCFAE

empleada,despuésde la extracciónmediantela técnicade DD.

En el caso de la aplicación de la DD a la extracciónde aflatoxinas en

muestrasde leche,el límite dedeterminaciónsehacalculadoempleandomuestras

de leche contaminadacon soluciónacuosaen medioAM (ver apartado111.2.3.3.),

a razónde0’10 pg/l de cadaaflatoxinay realizandodiferentesdilucionesapartir

de la lechecontaminada,paraobtenernivelesde contaminacióndecrecientes.

La extracciónse realizabaen lassiguientescondiciones:70 ml de triclorome-

tano como solventey extraccióndurante5 horas a 37 0C con una agitaciónde
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150 rpm. Tanto la extraccióncomo la deteccióny cuantificaciónposterior se

llevabana cabocomosehaexpuestoen losapartadoscorrespondientes(111.2.3.6-7-

y 8)

III. 2. 3. 10. Cálculo del límite de detección de la técnica de DD en

muestras de leche

El cálculodel limite de detecciónseha realizadosiguiendolas indicaciones

reflejadaspor la ComisiónEuropea para el análisis de residuos en productos

alimenticios [Commission of the FuropeanCommunities,1992).

Segúnlo indicadoenestemanual,el límite dedeteccióndeunatécnicapara

un determinadoanalito es la cantidadmás pequeñadel compuestoen estudio

capazde ser detectaday a partir de la cual es posiblededucir la presenciadel

analito con una certezaestadísticarazonable.Su cálculo serealizaa partir de la

aplicaciónde la técnicasobreveintemuestrasrepresentativasen lasqueel analito

no seencuentrepresente(blancos).El límite de detecciónusandoestemétodose

expresacomo el valor medio de las determinaciones(%) más el triple de la

desviaciónestándar(a).

Pararealizarel cálculodel límite dedetecciónsellevabaacabola extracción

medianteDD de20 muestrasde lechede50 ml sincontaminary en lascondiciones

especificadasen el apartadoanterior.Todos los pasosde extracción,deteccióny

cuantificaciónse han realizadotal y como se ha mencionadoen los apartados

correspondientes.La metodologíadeCCFAEempleadaencuantoa lascondiciones

densitométricasde lecturade las placas,integraciónde las áreascorrespondientes

a las aflatoxinaspatróny problemay condicionesdecalibraciónhansidosiempre

las mismasa las utilizadasenel restode lasexperiencias.

Las determinacionessehanhechotomandocomoreferenciael valorde R1

de las aflatoxinaspatrón en el que aparecíael valor máximo de fluorescencia,

calculandola medidaenlascallesconextractosin contaminarenesemismopunto.
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III. 2. 4. Desarrollo de la técnica de DD aplicada a la extracción de

aflatoxinas en lecheen polvo con detecciónmediante CCFAE

III. 2. 4. 1. Planteamiento del trabajo

El plan de trabajoha consistidoen la puestaapuntode un métodoparala

extraccióndeaflatoxinasM1, G1 y B1 en lecheenpolvo aplicandola técnicade DD

desarrolladaen nuestrolaboratorio,con detecciónposteriorpor CCFAE.

La adaptacióna esteproductoseha basadoen los resultadosobtenidosen

las experienciasde extracciónde aflatoxinasen lechecomopuntode partida.No

obstante,al tratarsede un productosólido, las primeraspruebasnecesariashan

sido paraaveriguarla cantidadde muestraadecuadapara asegurarla detección

de lasaflatoxinas.Asimismo,la formadecontaminaciónde las muestrashatenido

queadaptarsealascaracterísticasdel productoal igual queel nivel decontamina-

ción, debido a que los resultadoshan de referirsea pg/Kg sobre el producto

sólido.

III. 2. 4. 2. Preparaciónde las muestrasde lecheen polvo

Todos los estudiosse han llevado a cabo empleandoleche en polvo

comercialconun 0’3% demateriagrasay siguiendolas indicacionesdel fabricante

parasu conservación.

En los estudiospreliminaresse emplearonvarias cantidadesde leche en

polvo: 6’25, 12’50 y 25’O0 g, quese disolvíanen 50 ml de aguadestilada.Parael

resto de los estudiosse partía de una muestrade 6’25 g, que era la cantidad

aproximadarecomendadapor el fabricanteparasu disoluciónen el volumende

aguaquesepensabautilizar (50 mí).

La contaminaciónde las muestras de leche en polvo se efectuaba

directamentesobre el producto,añadiendocon ayuda de una microjeringa la
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cantidadnecesariadepatróndecadaaflatoxinaentriclorometanoparaalcanzarel

nivel de contaminacióndeseado.A continuaciónlas muestrasse introducíanen

unaestufaa 65 0C durante15 mm con objetode eliminar el solvente.

Una vez transcurridoeste tiempo, la muestra de leche en polvo se

depositabaen un matrazErlenmeyerde 1 1 conayudade un embudode plástico

de vástagoancho, añadiendosobreella lentamente50 ml de agua destiladay

agitandoa la vez el matrazde forma suave.

En todaslas experienciasseha incluido la realizaciónde la técnicade DD

en una muestracontrol de leche en polvo del mismo lote de la estudiaday sin

contaminarcon aflatoxinas.

III. 2. 4. 3. Preparación de los tubos de diálisis

La preparaciónde las membranasde diálisisse hallevadoacaboconforme

a lo reflejadoen el apartado11.2.3.5.

III. 2. 4. 4. Extracciónde las aflatoxinas

En el presenteestudio,y como ya se hizo en el casode la leche, se ha

comprobadola influencia de la temperaturaen el procesode diálisis, realizando

extraccionesa 4, 15, 25, 37 y 45 0C. Asimismo,seha investigadola influenciadel

tiempo de diálisis en la recuperaciónde las aflatoxinas medianteesta técnica,

llevando a cabo extraccionesde 5, 8 y 18 horas y con diferentesniveles de

contaminación:O’4, 0,5, 0,8, 1,0 y 1’9 pg/Kg, correspondientesa 2’50, 3’12, 5’00,

6’24 y 11’87 ng de cadaaflatoxina.

Con objeto de comprobar el efecto de la adición de la solución de

preparacióndemuestrasempleadapor Tuinstray col [1989]enunatécnicaanalítica,

serealizaronexperienciascomparandola eficaciade la extracciónde muestrasde

lecheen polvo disueltasen aguadestiladay otrasen las queseañadíaal aguala
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solución preparatoriaa razónde 1 ml/lO ml.

Una vez que la diálisis había transcurrido, los pasossiguientesde la

extracciónse realizabansegúnlo expresadoen el apartado111.2.3.6..El volumen

final del extractotambiéncorrespondíaa 0’2 ml.

III. 2. 4. 5. Separacióny detecciónde las aflatoxinas presentesen los

extractosde lecheen polvo

La separacióny detecciónde las aflatoxinas se ha realizado mediante

CCFAE y siguiendola metodologíadescritaen el apartado111.2.3.7.En estecaso

se ha utilizado como único solventede desarrollopara la CCFAE la mezcla

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

III. 2. 4. 6. Cuantificaciónde las aflatoxinaspresentesen los extractosde

lecheen polvo

El cálculoseha efectuadocomoseha descritoen el apartado111.2.3.8.

III. 2. 4. 7. Cálculo del límite de determinación de la técnica para el

análisisde lecheen polvo

Para llevar a caboel cálculo del límite de determinaciónsehanefectuado

extraccionesempleandomuestrasde lecheenpolvo contaminadasconcantidades

decrecientesde aflatoxinas,tal y comoseha explicadoenel apartado111.2.4.2.

Lascondicionesderealizaciónde la diálisishansido: 70 ml detriclorometa-

no como solventede extracción,periodode diálisis de 5 horas, temperaturade

37 oc y agitacióna 150 rpm, (parael restode condicionesver apartado111.2.3.9.)
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III. 2. 4. 8. Cálculo del límite de detecciónde la DD para la extracción de

aflatoxinas de leche en polvo

El cálculodel límite dedetecciónseharealizadode igual formaa la descrita

en el apartado111.2.3.10.

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

aflatoxinas en yogur con detecciónmediante CCFAE

III. 2. 5. 1. Planteamiento del trabajo

El plan de trabajoha consistidoen la puestaa puntode unametodología

parala extracciónde AP M1, AF G1 y AP B1 en yogur aplicandola técnicade DD

desarrolladaen nuestrolaboratorio,con detecciónposteriorpor CCPAE.

Los estudiosrealizadosparaesteproductolácteosehanbasadotambiénen

los resultadosprevios obtenidosen la aplicación de la DD para el análisis de

aflatoxinasen muestrasde leche.

En el casodel yogur sehanprobadovarias formasde contaminacióncon

aflatoxinas,empleandola solución acuosade aflatoxinas en medio AM y los

patronesdeaflatoxinasensolventesorgánicos,asócomoyogur comercialy yogur

elaboradoen nuestrolaboratorio.

III. 2. 5. 2. Preparaciónde las muestrasde yogur

En todaslas experienciassehanempleadomuestrasde50 g de yogur,que

sepesabandirectamentesobreel matrazdondese iba a realizarla extracción.En

cadaensayoseincluía la realizaciónde la técnicade 013 en unamuestracontrol

de yogur sin contaminarcon aflatoxinas y de las mismascaracterísticasde las

muestrascontaminadas,
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III. 2. 5. 2. 1. Preparación de las muestrasde yogur elaborado en nuestro

laboratorio

A. Elaboración del yogur

El yogur erapreparadoen el laboratorioa partir de leche comercialde las

mismascaracterísticasa la empleadaen las experienciasllevadasa cabocon este

producto.

Para la elaboraciónde cadayogur se partíade un volumen de 90 ml de

leche.La leche sesometíaa un calentamientoprevio a 40 0C durante5 mm y una

vez transcurridoestetiemposedepositabaenun recipientedeplásticoparatoma

de muestrasde 100 ml de capacidady con tapónde rosca. A continuaciónse

añadíana la leche4 g de lecheenpolvo comercial,conla finalidadde incrementar

la cantidadtotal de materiasecadel yogur elaboradoy 6 g de cultivo iniciador

(yogur naturalcomercial).

La mezcla se removía suavementecon una cucharay posteriormentese

incubabaen una estufa a 45 0C por espaciode 6 a 8 horas,manteniéndoselos

yoguresya elaboradosen refrigeracióna 4 0C hastala realizaciónde las pruebas.

De estaforma se obteníauna cantidadligeramentesuperiora 100 g de

yogur en cadarecipiente,queservíapararealizardos análisis.

B. Contaminacióndel yogur

La contaminacióndel yogur con aflatoxinasseefectuabasobrela lechede

partida.Enesteestudiosehanllevadoa caboexperienciascontaminandotantocon

soluciónacuosade medioAM comoconlassolucionesde aflatoxinasen solventes

orgánicos,realizandola contaminaciónde la leche como se ha expuestoen los

apartados111.2.3.3y 111.2.3.4.
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En estecasoel nivel de contaminaciónteníaqueajustarseal volumenfinal

del yogur elaborado.En la mayoríade las experienciasse ha añadidoa cada

recipientecon90 ml delecheunacantidadbrutade cadaaflatoxinacorrespondien-

te a 5 ng; teniendoen cuentala cantidadde leche en polvo y cultivo iniciador

agregadaposteriormentea la leche, el nivel de contaminaciónfinal de cada

muestrade yogur correspondíaa 0’045 ug/Kg de cadaaflatoxina.

II. 2. 5. 2. 2. Preparaciónde las muestrasde yogur comercial

Paralos estudiosrealizadosempleandocomomuestrasyogur comercialse

hanutilizado muestrasde 50 g de producto.

La contaminacióndeestasmuestrasserealizabaempleandolas soluciones

de aflatoxinas en solventes orgánicos y añadiendodirectamenteal yogur,

previamentepesadoen el matraz,la cantidadnecesariade soluciónparaobtener

el nivel de contaminacióndeseado.En estecasoel nivel de contaminación para la

mayoría de las experienciasera de 0’050 pg/Kg de cada aflatoxina en estudio.

Una vez añadidaslas aflatoxinas las muestrassemanteníanen un horno a

60-65 0C durante 15 mm con el fin de evaporarel solvente orgánico.

III. 2. 5. 3. Preparación de las membranasde diálisis

La preparaciónde las membranasha sido igual a la expuestaen el apartado

111.2.3.5.

III. 2. 5. 4. Extracción de las aflatoxinas de las muestras de yogur

Los matraces preparados con la muestra y el tubo de diálisis se colocaban

en una agitador incubador, realizándosela extracción mediante agitación orbital

a 150 rpm.
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Se ha estudiadola influencia de la temperaturaen el proceso de diálisis,

llevando a cabo extraccionesa 15, 25, 37 y 45 0C.

Asimismo, se ha investigado la influencia del tiempo en la capacidad de

recuperación de las aflatoxinas,realizandoextraccionesde 2, 3, 5, 8 y 18 horasde

duración.

Unavez transcurridala diálisis el restode la metodologíade extracciónha

sido igual a lo descritoen el apartado111.2.3.6.,obteniendoun volumenfinal de

extractode 0’2 ml.

III. 2. 5. 5. Separacióny detecciónde las aflatoxinas presentesen los

extractos

La separacióny detecciónde las aflatoxinas se ha realizado mediante

CCFAE y siguiendolo mencionadoenel apartado111.2.3.7.Al igual queenel caso

de la detecciónde aflatoxinas en muestrasde leche en polvo, el solvente de

desarrolloutilizado ha sidola mezclatriclorometano/metanol95/5 (y/y).

III. 2. 5. 6. Cuantificación de las aflatoxinas presentesen los extractos de

yogur

El cálculo se ha efectuadode igual forma a la descritaen el apartado

111.2.3.8.

III. 2. 5. 7. Cálculo del límite de determinación de la técnica para el

análisis de yogur

Parallevar a caboel cálculo del límite de determinaciónse hanefectuado

extraccionesempleandoyogurelaboradoenel laboratorioconleche contaminada

con solución de aflatoxina en medio AM y realizandoa partir de esta leche

diferentesdilucionespara obtenernivelesde contaminacióndecrecientes.
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Las condicionesde realizaciónde la DO hansido: 70 ml de triclorometano

comosolventey extracciónde 5 horasdeduración,a 37 0C y agitacióna 150 rpm.

El restode lascondicionesparael cálculodel límite dedeterminaciónhansidolas

reflejadasen el apartado111.2.3.9.

III. 2. 5. 8. Cálculodel límite de detecciónde la DD para la extracción de

aflatoxinasde yogur

Parael cálculodel límite de detecciónsehanempleadomuestrasde yogur

comercial, realizandola determinaciónconforme a lo que se ha expuestoen el

apartado111.2.3.10.

III. 2. 6. Desarrollode la técnicade DO aplicadaa la extracción de

aflatoxinas en queso,con detecciónmediante CCFAE

III. 2. 6. 1. Planteamientodel trabajo

El plan de trabajo ha consistidoen la puestaa puntode una metodología

parala extracciónde aflatoxinasM
1, G1 y B1 en quesoaplicandola técnicade DO

desarrolladaen nuestrolaboratorio,con detecciónposteriorpor CCFAE.

Estos estudioshan tomado como base los resultadosobtenidosen las

experienciasrealizadascon otros productos lácteos, teniendo como variante

fundamentalla forma de preparaciónde las muestrasde queso.

En el trabajo realizadosobreesteproducto se ha probadoel empleode

diferentessolucionespara conseguiruna muestrahomogénea,de consistencia

semilíquiday quefacilitara la extracciónposteriorde las aflatoxinas.

También se ha investigadoel uso de cartuchostipo Sep Pak® para la

purificación de los extractosde queso.
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III. 2. 6. 2. Preparación de las muestras de queso

Entodaslasexperienciasseha utilizado quesocomercial,semicurado(40%

de grasabruta), tomandocomomuestracantidadesde 50 g de producto.El queso

restantese conservabaenvuelto en papel de aluminio y a temperaturade

refrigeración(4 0C).

La contaminacióndelquesosellevabaacaboaplicandodirectamentesobre

lasmuestrasla cantidadnecesariadesolucióndecadaaflatoxinaentriclorometano

paraobtenerel nivel de contaminacióndeseado.La aplicaciónde las soluciones

patrónserealizabaconayudadeunamicrojeringa,enunavitrina deextracciónde

gasesy dirigiendohaciala muestraunacorrientesuavedeaire calientepormedio

deun secadordecabello.En la mayoríade lasexperienciasestenivel correspondía

a 0’2 uig/Kg de cadaaflatoxina.

Comoforma de controlnegativo,en todaslas experienciasseha incluido la

aplicaciónde la técnicade DD sobreunamuestrade quesosin contaminarcon

aflatoxinas.

Despuésde la contaminación,las muestrasde quesose manteníanen un

horno a 60-65 0C un periodode 15 mm con objeto de evaporarel solventey

ablandarel producto para facilitar su tratamientoposterior. Seguidamente,las

muestrassedepositabanen el vasode aceroinoxidabledeun homogeneizadorde

brazo vertical, añadiendo50 ml de una solución de bicarbonatosódico al O’3%

[Domínguez y col., 19871 y batiendola mezclahastaconseguirunapastauniformey de

consistenciasemisólida.

La pastade quesoresultantesevertía enun matrazErlenmeyerde 1 1 y se

añadíaal vasouna cantidadadicionalde 20 ml de soluciónde bicarbonato.Esta

soluciónsebatíadenuevoconel fin derecogerlos restosde muestraquepudieran

quedarenel vaso. De estaforma selograbarecuperarprácticamentela totalidad

de la pastade quesoformada.
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Porotro lado, tambiénsehanrealizadopruebashomogeneizandomuestras

de quesocon una soluciónde fosfato bisódicotal y comoseha descritoanterior-

mente.

Asimismo, se han llevado a caboextraccionesañadiendoa la mezclade

quesoy solución de bicarbonatola cantidadcorrespondientea 1 ml/lO ml de

muestrade soluciónpreservadoraempledapor Tuinstray col. [1989J.Conobjetode

no variarel volumenfinal demuestraseañadíanenestoscasos5 ml de la solución

preservadoray 65 ml desoluciónde bicarbonato,realizandoel tratamientode la

muestrade la forma descritaconanterioridad.

Las solucionespara prepararlas muestrasde quesose elaborabanen el

momentode realizarlas pruebas.

III. 2. 6. 3. Preparaciónde las membranasde diálisis

Ver apartado111.2.3.5.

III. 2. 6. 4. Extracciónde las aflatoxinasde las muestrasde queso

En esteestudiose ha comprobadola influencia de la temperaturaen los

procesosde diálisis, realizandoextraccionesa 4, 15, 25, 37 y 45 0C.

De igual forma seha investigadola influenciadel tiempoen la eficaciade

la extracciónmedianteDD, empleandoperiodosde 1, 2, 3, 5, 8 y 18 horasy un

nivel de contaminaciónde 0’10 pg/Kg de cadaaflatoxina.

La extracciónse realizabade forma similar a la indicadaen el apartado

111.2.3.6.,pero los extractosseconcentrarona O’2 ó 0’5 ml segúnlas experiencias.

Asimismo, se ha ensayadoun procesode purificación adicional de los

extractosde quesousandocartuchosSp Pak® de gel de sílice y empleandoel
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siguienteprotocolo [Bijl y col., 1987]:

- Preparaciónde los eluyentesinmediatamenteantesde su uso.

- Colocacióndel cartuchoen una jeringa de vidrio de 10 ml.

- Acondicionamientodel cartuchomedianteelución con 5 ml de diclorometano.

- Adición de la muestraen soluciónde diclorometano(imí>.

- Elución dosvecesconsecutivascon 1 ml de diclorometano.

- Elución con 5 ml de éterdietflico.

- Elución con 8 ml de la mezclatriclorometano/acetona4/1 (y/y). Estafracciónse recogíaen

un tubode centrífugay seconcentrabahasta0’5 ml paraprocedera la detección.

III. 2. 6. 5. Separación y detección de las aflatoxinas presentesen los

extractos de queso

La separacióny detecciónde las aflatoxinaspresentesen los extractosse

llevó a cabo como se ha indicadoen el apartado111.2.3.7. En este casose han

probadodos mezclasde solventesparael desarrollode las cromatoplacas:

- triclorometano/metanol95/5 (y/y).

- triclorometano/metanol90/10 (y /v).

III. 2. 6. 6. Cuantificaciónde las aflatoxinaspresentesen los extractos

Se ha realizadosegúnla pautadescritaen el apartado111.2.3.8.

III. 2. 6. 7. Cálculo del límite de determinación de la técnica para el

análisisdel queso

Para realizar el cálculo del límite de determinaciónse han efectuado

extraccionesempleando muestras de queso contaminadascon cantidades

decrecientesde aflatoxina, tal y comose ha explicadoen el apartado111.2.6.2.,y

utilizando en su preparación65 ml de soluciónde bicarbonatosódicoal 0~3o/o y

5 ml de soluciónpreservadora.
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Las condicionesde desarrollode la 1313 han sido las siguientes:70 ml de

triclorometanocomosolvente,extraccióna temperaturade37 0C durante18 horas

y con agitacióna 150 rpm. El volumenfinal de extractocorrespondíaa 0,5 ml. El

restodecondicioneshansidolasmismasdetalladasconanterioridad(verapartado

111.2.3.9.).

III. 2. 6. 8. Cálculo del límite de detecciónde la DD para la extracción de

aflatoxinas de queso

El cálculodel límite de detecciónseha llevadoa cabosegúnlo expuestoen

el apartado111.2.3.10.,pero teniendoen cuentaque el periodode diálisis era de

18 horas y el volumen final de cadaextractode 0,5 ml. La preparaciónde las

muestrasserealizabaconformea lo descritoen el apartadoanterior.

III. 2. 7. Desarrollode unatécnicademini-DD aplicadaa la extracciónde

aflatoxinaM
1 en muestrasde leche

III. 2. 7. 1. Planteamientodel trabajo

La técnica de mii-DD es una variante de la DD normal, que ha sido

desarrollada en nuestro laboratorio y que se caracteriza por reducir

sustancialmentela cantidaddematerialesy solventesempleadosenel procesode

diálisis [Prieta, 1993].

El planteamientodeestetrabajoha sido adaptarunatécnicade mini-DO a

la extracciónde aflatoxinaM1 en muestrasde leche, con detecciónposterior

medianteCCFAE. Paraello el principal factor estudiadohasido la influencia del

tiempode diálisis en la capacidadde recuperaciónde estaaflatoxina.

III. 2. 7. 2. Preparaciónde las muestrasde leche

Paralaspruebasdemii-DD sehaempleadolecheenteracuyascaracterísti-
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cassehandescritoen el apartado111.2.3.1.

En este caso partíamosde un volumen de muestra de 10 mí, que se

contaminabaconsolucióndeaflatoxinaM1 enmedioAM tal y comoseha indicado

en el apartado111.2.3.3.,empleandodiferentesnivelesdecontaminación:0’03, C’04,

0’05, 0’08 y 0’10 pg/l que correspondíana 0,15, 0’20, 0’25, 0’40 y O’50 ng de

aflatoxina.

Asimismo,sehanrealizadoexperienciascontaminandolasmuestrasdeleche

directamentecon solución patrón de AF M1 en acetonitrilo de forma que la

cantidaddeAF M1 presenteen las muestrasde lechefuerade 0’50 ng (0’08 gg/l).

Lasmuestrassecolocabanenun matrazErlenmeyerde50 ml decapacidad.

En todaslas experienciasse realizabala extracciónsimultáneamediante

mini-DD de una muestrade leche sin contaminarcon aflatoxina.

III. 2. 7. 3. Preparaciónde las membranasde diálisis

Las membranasse preparabantal y como se ha referido en el apartado

111.2.3.5. En este casose cortaba la membranacon una longitud de 20 cm y se

rellenabacon un volumende 14 ml detriclorometano.

III. 2. 7. 4. Extracciónde la aflatoxinaM1

La extracciónse llevabaa caboauna temperaturade 37
0C y en agitación

orbital a 150 rpm. Con respectoal tiempo de duración de la técnica se han

ensayadoextraccionesde 1, 2, 3, 4 y 5 horas,empleandolos nivelesdecontamina-

ción referidosenel apartadoanterior.

Una vez transcurridala diálisis el contenidode las membranasse pasaba

directamentea un tubo de centrífuga,filtrándolo previamentea través de una
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de filtro con una cantidadaproximadade 2 g de sulfatosódicoanhidro.

El extractoresultanteseconcentrabasin llegar a sequedad,manteniéndoel

tubo en un bañocon aguaa 45 0C y aplicandoen suinterior una corrientesuave

de aire. A continuaciónse añadíael volumen necesariode triclorometanopara

alcanzarun volumen final de extractode 80 pl.

III. 2. 7. 5. Separación y detecciónde la aflatoxina M
1 en los extractosde

leche

La separacióny detecciónde la aflatoxinaM1 serealizabamedianteCCFAE

de igual forma a la que se ha expuestoen el apartado111.2.3.7.En estecasose

colocabaen cadacalle asignadaa la muestraun volumen de 20 pl de extracto,

reservandootras dos callespara la colocaciónde patróninterno. La cantidadde

AF M1 patróndispuestaen cadacalle correspondienteerade 0’2 ng.

El solventededesarrolloempleadoha sidola mezclatriclorometano/meta-

nol 95/5 (y/y).

III. 2. 7. 6. Cuantificaciónde la AF M1

Se ha seguidola metodologíadescritaen el apartado111.2.3.8.

III. 2. 7. 7. Cálculodel límite de determinaciónde la técnica de mini-DD

parael análisisde leche

El límite dedeterminaciónsecalculódirectamenteapartir de los resultados

obtenidosen las diferentespruebasde extracciónempleandovarios niveles de

contaminación.
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III. 2. 8. Incidenciade aflatoxinaM1 en lechecomercial

El trabajo ha consistidoen elaborarun estudiode incidenciade AP M1 a

partir de los datosobtenidosenun muestreode lechecomercialrealizadosobreun

total de 100 muestras.

III. 2. 8. 1. Toma de muestras

Pararealizarel muestreosehanadquiridoun total de100unidadesde leche

en un mismocentrocomercialde Madrid y correspondientesa 11 marcasy lotes

diferentes.Ocho de las marcasanalizadascorrespondíana leche enteraUHT

envasadaencartón,otrasdosmarcascorrespondíana lecheenterapasterizada(una

de ellas procedentede una Granja Diplomaday la otra de una marca con una

distribuciónmásamplia),siendola última marcaanalizadacorrespondientealeche

semidesnatada(1,51% de materiagrasa),UHT, envasadaen cartón y producida

fuera de Espana.

Las muestrasserecogieronenunperiododeseis mesescomprendidoentre

eneroy junio de 1993, recolectandoal azardos unidadesde cadamarcay lote. El

númerototal de fasesde las que ha constadoel muestreoha sido de seis.

Los análisisseefectuabanen los tres díassucesivosa la adquisiciónde la

leche,conservandola lecherestanteenrefrigeraciónal menosdosdíasdespuésde

realizarlas determinacionespor si era necesarioconfirmaralgúnresultado.

III. 2. 8. 2. Análisis de AF M1

Las muestras se han analizado siguiendo el procedimiento de 013

desarrolladopara la extracciónde aflatoxinas en leche, con detecciónposterior

medianteCCFAE.

Las condicionesdeextracciónhansidolas siguientes:70 ml detriclorometa-
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no como solventey extraccióndurante5 horasa 37 oc con agitacióna 150 rpm.

La separación,deteccióny cuantificaciónde la AF M1 seha llevadoa cabo

de la forma referida en los apartados111.2.3.5-6-7y 8.

III. 2. 9. Empleo de material de referencia para la validación de la técnica

de DD desarrolladaparala extracciónde AF M1 en lecheen polvo

El trabajo ha consistidoen la utilización de muestrasde leche en polvo

contaminadasde forma naturalcon variosnivelesde AP M1, apartir de las cuales

se realizabala extracción mediante la técnica de DD desarrolladapara este

productolácteo.

III. 2. 9. 1. Preparación de las muestras

Los materialescertificadossesuministranempaquetadosal vacíoensobres

de aluminio, con unacantidadde muestrade 25 g y se recomiendaque,unavez

abiertos,los análisisseefectúenenel menortiempoposible[VanEgmondy Wagstaffe,

1986].

Ennuestroestudiotomábamosunacantidadde lecheenpolvo contaminada

de 6’25 g, que se redisolvía en un volumen de 50 ml de agua destilada (se

recomiendaquela muestraseadisueltaenun volumende aguaentre8 y 10 veces

la cantidadelegidade leche en polvo), tal y comoseha indicadoen el apartado

111.2.4.2.Paralograr la solubilizacióncompletade la muestra,el aguadesfiladase

añadíatrasser calentadaa 60
0C, vertiéndolalentamenteenel matrazquecontenía

la lecheen polvo y agitandoéstea la vez de forma suave.La muestrapreparada

de estaforma semanteníaen reposodurante15 mm con objetode solubilizarla

totalidadde las partículas.

En todos los análisis se efectuabasimultáneamentela extracciónde una

muestrade lecheenpolvo comercialsin contaminar,delmismotipo ala empleada
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en el apartado111.2.4.

III. 2. 9. 2. Extracciónde la AF M1 medianteDD

La preparaciónde los tubos de diálisis se ha realizado conforme a lo

expuestoenel apartado111.2.3.5.Las condicionesde extracciónmedianteDD han

sidolassiguientes:70 ml detriclorometanocomosolventede extracción,duración

de la diálisis 5 horas,temperaturade extracciónde 37
0C y con agitaciónorbital

a 150 rpm.

Los pasossiguientesde la metodologíade extracciónhansido igualesa los

señaladosen el apartado111.2.3.6.,siendoel volumenfinal de extractode 0’2 ml.

III. 2. 9. 3. Separación,deteccióny cuantificaciónde la AF M
1

Seharealizadosiguiendola pautadescritaen los apartados111.2.3.6,111.2.4.7

parala separacióny deteccióny 111.2.3.8conrespectoa la cuantificación.

III. 2. 9. 4. Pruebasespecificadaspor la BCR parala validacióndetécnicas

analíticasa partir de materialesde referencia

Para la validación de una técnica medianteel empleode materialesde

referenciaesprecisocomprobarquela repetitividaddel métodoes comparablea

la obtenidaen los laboratoriosdecertificación.Conesteobjeto,enlas instrucciones

para el uso de materialescertificadosse especificandos pruebas,a saber [Van

Egmondy Wagstaffe,19861:

1. Debe verificarseque el error estandar(FE) del valor medio de AF M1

detectadoempleandola técnicaen pruebaseamenor quela desviaciónestandar

(uJ especificadaparacadatipo de material certificado.

2. Debe comprobarsesi la media de concentraciónde AF M1 en ig/Kg,
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obtenida con la técnica en prueba y corregida en función del porcentajede

recuperaciónestimadopara la técnica (y), se encuentraen un intervalo cuyos

límites son el valor mediode AF M1 en pg/Kg especificadoparacadamaterial

(x) -~- 2 x a_

III. 2. 10. Tratamientode los resultados

Con los resultadosobtenidosen la detecciónde las aflatoxinasM1, G1 y B1

durantela puestaapuntode los distintosmétodosde OD y que seexpresancomo

cantidadbrutarecuperada(enng) o comoconcentracióndeAF (enpg/l o pg/Kg)

seha calculadola mediaaritmética(X» el rangoy el coeficientedevariación(CV),

con la finalidad de comprobarla repetitividadde los datos.

En el casoconcretode la validaciónpor mediodelempleode materialesde

referenciade la técnica desarrolladapara la leche en polvo, ha sido necesario

expresarlos resultadoscomo la mediaaritméticacon los límites del intervalo de

incertidumbre(IC) correspondientea un nivel de confianzadel 95%, forma en la

que vienenexpresadoslos resultadosen las especificacionesde estosmateriales.

Asimismo,seha calculadoel error estándar(FE) correspondienteal valor medio

de AF M1 obtenido aplicandola técnica de DD a las muestrasde material

certificado.

Lasfórmulasempleadasparael tratamientode los resultadosenestetrabajo

hansido:

(1) Media aritmética

7’1
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(2) Desviaciónestándar

n

(3) Coeficientede variación

lOCa

x

(4) Error estándar

RE-
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IV. 1. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LA ThCNICA DE DD

PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS EN LECHE CON DETECCION

POSTERIORMEDIANTE CCFAE

En primer lugar se mostraránlos resultadosobtenidosen las diferentes

pruebasrealizadasenel casodel desarrollode la DD parala extracciónde AF M1

en leche,describiendoposteriormentelos resultadosobtenidoscon respectoa la

extracciónde las aflatoxinasG1 y B1 conjuntamente.No obstante,los resultados

obtenidospara el límite de detecciónde la técnicade DD semuestranconjunta-

menteparalastresaflatoxinasestudiadasen la Tabla IV.9 (pag. 115),asícomolas

condicionesdel métododefinitivo de análisis (FiguraIV.22, pag. 156)

En relaciónal establecimientode las condicionesde detección,los estudios

preliminaresrealizadosempleandoel sistemade CCF,conplacasde gel de sílice,

desarrollovertical y las mezclasde solventes: triclorometano/acetona(85/15),

triclorometano/acetona/isopropanol(85/10/5),triclorometano/metanol(95/5) y

triclorometano/metanol(85/15),no mostraronresultadosaceptablesen cuantoa

la separaciónde lastres aflatoxinasestudiadas.Porestemotivose llevarona cabo

diferentespruebasempleandola técnicadeCCFAE conplacasde geldesílice. Las

experienciasrealizadascon sistemasde desarrollohorizontal y las mezclasde

solventes anteriores,así como con el empleo de un sistema de aplicación

automáticode las muestrastampocoofrecieronresultadospositivos,ya queno se

conseguíala separaciónde las aflatoxinas de otras sustanciase incluso había

dificultadesparalograr la separaciónde las aflatoxinasG1 y H1 entresí.

En definitiva, las pruebasque mostraronlos mejores resultadosen la

separaciónde las tres aflatoxinas estudiadasfueron las realizadasempleando

CCFAE conun sistemadedesarrollovertical y la mezclatriclorometano/metanol

(95/5)comosolventededesarrollo.Conestesistemano sepresentaroninterferen-

ciasconningunaotra sustanciapresenteen las cromatoplacas,considerándosepor

ello comosistemadeelecciónparala separacióny detecciónde lasaflatoxinasM1,

G, y B1 en extractosde lecheobtenidosmedianteDD. La FiguraIV.8 (pag. 116)
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presentaalgunoscromatogramasobtenidosapartir deextractosdelecheaplicando

estesistema.

Con respectoa la influencia del tratamientoprevio de preparaciónde las

membranasdediálisisen la eficaciaderecuperaciónde lasaflatoxinas,laspruebas

realizadascomparandoel uso de membranashidratadaspor inmersiónen agua

durante15 mm y membranasa las quesesometióa un tratamientodeebullición

en aguabidestiladadurante30 mm,no dieron lugar a diferenciassignificativas,

obteniéndoselos mismosporcentajesde recuperaciónenel casode las aflatoxinas

G, y R, ~750/o y 500/0 respectivamente-.En relacióna la AY M1 el porcentajede

recuperaciónconmembranasnosometidasal tratamientofue ligeramentesuperior

-74% conmembranasno tratadasy 650/o con membranastratadas-.

Experiencias preliminares realizadasen nuestro laboratorio sobre la

disposicióndel solventeorgánicoy la muestracon respectoa la membranade

diálisis mostraronlos mejoresresultadoscuandoel solventese colocabaen el

interior de las membranas,por lo quelas pruebasparael desarrollode la técnica

de DD se han realizado utilizando esta disposición. Asimismo, también se

comprobóquelos resultadoseranmejorescuandoseempleabacomosolventede

extracciónun único compuesto(triclorometano)que mezclasde solventes.

Todas las pruebas realizadaspara comprobar el efecto de diferentes

parámetrosen la eficacia de recuperaciónde las aflatoxinasmedianteDD se han

llevadoa caboempleandoparala contaminaciónde lasmuestrassoluciónde cada

aflatoxinaen medioAM. Asimismo,seha utilizado como solventede extracción

triclorometano(70 mí) y la velocidadde agitaciónha sido 150 rpm en todos los

casos.

IV. 1. 1. Resultadosdel desarrollode la DD parala extracciónde AF M1

En la FiguraIV.1 semuestranlos resultadosde las experienciasrealizadas

paracomprobarla influenciadel tiempo deextracciónendiferentesvolúmenesde
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leche contaminadoscon unaconcentraciónde AF M1 de 0’050 pg/l. Los mejores

resultadosse obtuvieron con un periodo de DD de 5 horas en el caso de

volúmenesde muestrade 50 mí, siendoestetiempo de 18 horasparavolúmenes

de 250 y 1000 ml de leche.

El siguienteparámetroestudiadofue la temperaturade DD. Los resultados

semuestranen la Figura IV.2, dondeseapreciaqueel porcentajede recuperación

másalto (79~3o/o) se consiguióa 37
0C, empleandomuestrasde 50 ml de leche y

5 horasde extracción.

El efecto del valor de pH de la muestrade leche en el porcentajede

recuperacióndeAF M
1 medianteDD serepresentaen la FiguraIV.3. El valor de

pH másadecuadoparala realizaciónde la técnicaresultóser el valor normaldel

producto(entre6’5 y 6’7) conel queseconsiguióunarecuperaciónmediadel
960/o.

La TablaPv’k1 muestralos resultadosobtenidosempleandolas condiciones

másadecuadaspara la realización de la DD (37 0C, pH normal de la leche y

5 horasde extracción)en muestrasde 50 ml de leche contaminadascon 0’050 y

0’100 pg/l de AF M
1. En el primer caso el porcentajede recuperaciónmedio

obtenidoes del96’3% y en el segundocasodel 88’5%.

Tambiénserealizaronpruebasempleandoen la contaminaciónde la leche

soluciónde AY M1 enacetonitriloparaobtenerdistintosnivelesdecontaminación.

Los resultadosaparecenen la Tabla IV.2 dondeseapreciaquelos porcentajesde

recuperaciónobtenidosparalos nivelesdecontaminaciónde0,050y 0’100 pg/l son

inferiores(70% y 78% respectivamente)a los correspondientesa la contaminación

con soluciónenmedioAM.

Asimismo,secomparóla eficaciaen la recuperaciónde AF M1 empleando

comosolventestriclorometanoy acetatodeetilo (TablaIV.3). Los resultadosfueron

muy similarescon los dos solventesy en amboscasosla recuperaciónsesituó en

el 90%, paraun nivel de contaminaciónde 0’050 pg/l.
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Encuantoal límite dedeterminación,los resultadossemuestranen la Tabla

IV.4. El intervaloestablecidocomolímite dedeterminaciónseencuentraentre0’01

y 0’02 pg/l.

IV. 1. 2. Resultadosdel desarrollode la DD parala extracciónde AF G1

y AF B1

En las Figuras IV.4 y IV.5 semuestranlos resultadosde las experiencias

realizadaspara analizar la influenciadel tiempode extracciónen volúmenesde

leche de50, 250 y 1000 ml contaminadoscon0’050 pg/l de AP G1 y 0’050 pg/l de

AP B1. En el caso de volúmenesde leche de 250 y 1000 ml los porcentajesde

recuperaciónfueron másaltosa las 18 horasparalas dos aflatoxinasestudiadas.

Cuandoseemplearonmuestrasde leche de 50 ml la recuperaciónde AY B1 fue

claramentemás alta a las 5 horas (60’1%), mientrasque para la AP G1 no se

encontrarondiferenciasconsiderablesentre 5 y 8 horas de DD (59’4 y 60’1%

respectivamente).En cualquier caso, las recuperacionesmás altas se lograron

empleandomuestrasde 50 ml de leche.

Con respectoa la temperaturade DD (Figura IV.6) los mejoresresultados

se obtuvierona 37
0C paralasdos aflatoxinas (94$30/o parala AF G

1 y 68’3% para

la AP B1), empleandoun nivel de contaminaciónde 0’050 pg/l y 5 horas de

extracción.

En relacióna la influencia del valor de pH de la leche (Figura IV.7), los

porcentajesde recuperaciónmásaltos correspondieronal valor de pH normalde

la leche.

LasTablasIV.5 y IV.6 muestranlos resultadosobtenidosen lascondiciones

másadecuadasparala realizaciónde la DD (muestrasde 50 ml de leche,5 horas

de extraccióny 37
0C) en muestrascontaminadascon 0’050 y 0,100pg/l de cada

aflatoxina. Enamboscasosel porcentajede recuperaciónfue mayorparala AY G
1

(entre 70 y 800/o), mientrasquepara la AF B1 osciló entreel 60 y 65%.
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La Tabla IV.7 presentalos resultadosde la comparaciónentreel empleode

triclorometanoy acetatode etilo como solventesde extracción.Sólo se aprecian

diferencias considerablesen el caso de la recuperaciónde AF B1 ya que el

porcentajeobtenidocuandoseempleótriclorometanofue del55’6%, aumentando

a un 89’2% con acetatode etilo.

Encuantoal límite dedeterminación,los resultadossemuestranen la Tabla

IV.8. El límite establecidose encuentraentre 0’01 y 0’02 ~ig/l para las dos

aflatoxinas.

IV. 1 3. Método definitivo desarrollado

Los resultadosobtenidospermitenla aplicaciónde la DD a la extracción

conjuntade las aflatoxinasM1, G1 y B~ en lechey las condicionesdefinitivaspara

la realizacióndel métodoson las siguientes:

- Muestrasde lechede 50 ml con su valor de pH normal(entre 6’5 y 6’7).

- 70 ml de triclorometanoen el interior de una membranade diálisis de

60 cm de longitud.

- Tiempode extracciónde 5 horas.

- Temperaturade extracciónde 37
0C.

- Agitación a 150 rpm.
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Figura IVí. Efecto del tiempode extracciónen la recuperaciónde 0’05 ~g/l de AF M, en tres

volumenesdistintosde leche (50 ml -línea continua-, 250 ml -línea discontinua-1000 ml -línea de

puntos-medianteextracciónpor DO. Las condicionesde las experienciasfueron:70 ml de triclorometa-

no como solvente,extracciónde 5 horasy agitacióna 150 rpm. En la figura se muestranlos porcentajes

de recuperaciónmedio (en cifras), máximo y mínimo obtenidospara cada tiempo de extracción

ensayado.
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Figura IV.2. Efecto de la temperaturadeextracciónen la recuperaciónde 0’05 og¡l de AF M1

en leche mediante extracciónpor DO. Las condicionesde las experienciasfueron:50 ml de leche,70 ml

de triclorometanocomosolvente,extraccióndeShorasy agitacióna 150 rpm. En la figura se muestran

los porcentajesde recuperaciónmedio (en cifras), máximoy mínimo obtenidosparacada temperatura

ensayada.
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Figura IV.3. Efecto del valor de pH de la muestra de leche en la recuperación de 0’05 pg/l de

AF M1 en leche medianteextracciónpor DO. Las condicionesde lasexperienciasfrieron: muestrasde

50 ml de leche, 70 ml de triclorometano como solvente, extracción deS horas y agitación a 150 rpm. En

la figura semuestranlos porcentajesde recuperaciónmedio (en cifras), máximo y mínimo obtenidos

para cadavalor de pH ensayado.
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Tabla [Vi. Porcentaje de recuperaciónde la técnicade DO para la extracciónde AP M1 en

muestras de 50 ml de leche contaminadas con solución de AP M1 en medio AM con des concentraciones

distintas (0’050 y 0’100 pg/l). Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como

solvente,a 37
0C, durante5 horasy en agitacióna 150 rpm.

AF M, añadida AF M,

detectada(x)

Rango

(o/a) recup.

(2)

CV

(pg/l) (ng> (pg/l) (ng) (pg/l) (ng)

0’050

0,100

2’500

5’000

0’048

G’088

2’407

4’424

0’044-0’055

4’1l0-5’500

2’230-2’750

0’082-0’11O

96’28

88’48

9’3 (n=8)

13’6 <n=5)
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TablaIV.2. Recuperaciónde AP M, medianteUD en muestrasdcSGml de lechecontaminadas

con patrón de AF M1 en acetonitrilo a distintosniveles: 0’0S0, 0’100, 0’200, 0’500 y 1’000 pg/l. Las

condicionesde extracciónfueron:70 ml de triclorometanocomo solvente,37
0G, 5 horasy agitacióna

150 rpm.

AP M
1 añadida

(ng)

AP M1 detectada(ng)

% rec. (fl CV (n=3)Rango

1’25

2’50

5,00

10’00

25’00

50’00

1,05

1’75

3’90

9’18

16’80

39’15

1’C0-1’09

1’56-1’78

3’75-4’10

8’10-1O’96

15’70-17’57

35’60-42’50

84’0

70’0

78’0

91’8

67’2

78’3

3’5

8’2

3’8

13’7

4’7

7’2

Tabla [V.3. Efecto del solvente de extracciónen la recuperaciónde 0’050 pg/l de AP M1

medianteUD en muestrasde50 ml de leche,contaminadacon soluciónde AP M1 en medio AM. Las

condicionesde extracciónfueron: 70 ml de solvente(triclorometanoo acetatode etilo), 37 oc, 5 horas

y agitacióna 150 rpm.

Solventede

extracción

AF M1 añadi-

da (ng)

AP M, detectada(ng) AP M1

detectada(2)

recup.

(2)

1a experiencia 2~ experiencia

Triclorometano

Acetato de

etilo

2’50

2’50

2’29

2’37

2’26

2>33

2’27

2>35

90’8

94>0
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Tabla IV.4. Límite de determinaciónde la técnica de UD para la extracciónde AP M1 en

muestrasde 50 ml de leche contaminadascon soluciónde AP M1 en medio AM. Las extraccionesse

realizaronempleando70 ml de triclorometanocomo solvente,a 37
0C, durante5 horasyen agitación

a 150 rpm.

AP M
1 añadida AP M,

detectada(2) Yo positivos (%) recup. GV (n=4)

(pg/l) (ng) (pg/l) (ng)

0>010

0020

0>030

0>050

0>50

1>00

1>50

2>50

0>009

0020

0>025

0>043

0>49

1>01

1>26

2>35

50

100

100

100

99>0

1010

84>0

86>0

1

11>6

6>1

7>4

Figura IV.4. Efecto del tiempode extracciónen la recuperaciónde 0>05 pgil de AP G1 en tres

voltímenesdistintos de leche (50 ml -línea continua-, 250 ml -línea discontinua-1000 ml -línea de

puntos-medianteextracciónpor UD. Lascondicionesdelasexperienciasfueron:70 ml de triclorometa-

no como solvente>extracciónde 5 horasy agitacióna 150 rpm. En la figura se muestranlos porcentajes

de recuperaciónmedio (en cifras), máximo y mínimo obtenidospara cada tiempo de extracción

ensayado.
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Figura IV.5. Efecto del tiempo deextracciónen la recuperaciónde 0>05 pg/l deAF ~1 en tres

volumenesdistintosde leche (50 ml -línea continua-,250 ml -línea discontinua-1000 ml -línea de

puntos-medianteextracciónpor UD. Lascondicionesde lasexperienciasfueron:70 ml de triclorometa-

no como solvente,extraccióndeS horasy agitacióna 150 rpm. En la figurase muestranlos porcentajes

de recuperaciónmedio (en cifras), máximo y mínimo obtenidospara cada tiempo de extracción

ensayado.
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Figura IV.6. Efecto de la temperaturade extracciónenla recuperaciónde 0>05 pg/l de AP G1

(línea continua>y 0>05 pg/l de AP E1 (línea discontinua)en leche medianteextracciónpor DO. Las

condicionesde las experienciasfueron: 50 ml de leche, 70 ml de triclorometanocomo solvente,

extracciónde5 horasy agitacióna 150 rpm. En la figura semuestranlos porcentajesde recuperación

medio (en cifras>, máximoy mínimo obtenidosparacadatemperaturaensayada.
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Figura [‘1.7.Efecto del valor de pH de la muestrade lecheen la recuperaciónde 0>05 4/1 de

AF G1 y 0,05 pg/l de AP E1 en lechemedianteextracciónpor UD. Las condicionesde las expenencías

fueron:muestrasde 50 ml de leche> 70 ml de triclorometanocomo sotvente,extracciónde 5 horasy

agitacióna 150 rpm. En la figura semuestranlos porcentajesde recuperaciónmedio (en cifras -negrilla

para la AP G1 y normalparala AP E1-), máximoy mínimoobtenidosparacadavalor de pH ensayado.
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Tabla NS. Porcentajede recuperaciónde la técnica de DD para la extracciónde AF O, en

muestrasde50 ml delechecontaminadasconsoluciónde AP O, en medioAM con dosconcentraciones

distintas(0>050y 0>100pg/l). Las extraccionesse realizaronempleando70 mi de triclorometanocomo

solvente,a 37 CC, durante5 horasy en agitacióna 150 rpm.

AP O, añadida AP O,

detectada(x)

Rango

(%) recup.

(X)

CV

(pg/l) (ng) (pgIl) (ng) (~g/l) (ng)

0>050

0>100

2>500

5>000

0>036

0>079

1>811

3>984

0>030-0>047

0>068-0>097

1>500-2>390

3>410-4>860

72>44

79>68

15’7 (n=8)

16>1 (n=5)
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labia IV.6. Porcentajede recuperaciónde la técnicade UD para la extracciónde AF B~ en

muestrasde 511 ml delechecontaminadascon soluciónde AP E1 enmedio AM con dosconcentraciones

distintas(0>050y 11>100 pg/l). Lasextraccionesse realizaronempleando70 ml de triclorometanocome)

solvente>a 37
0C, durante5 horasy en agitacióna 150 rpm.

AP E~ añadida AP B,

detectada(x)

Rango

(%) recup.

(X)

CV

(pg/l) (ng) (pg/l) (ng) (pg/l) (ng)

0>050

0>100

2>500

5>000

0>032

0>060

1>618

3>046

0>025-0>038

0>053-0>074

1>250-1>900

2>660-3>700

64>72

60>92

11>8 (n=8)

12>3 (n=5)

Tabla IV.7. Efecto del solventede extracciónen la recuperaciónde 0>050 pg/l de AP Q y

0>050 ag/l de AP E, medianteUD enmuestrasde 50 ml deleche>contaminadascon soluciónde cada

aflatoxinaen medio AM. Las condicionesde extracciónfueron: 70 ml de solvente(triclorometanoo

acetatode etilo)> 37 0C, 5 horasy agitacióna 150 rpm.

Solventede

extracción

AP añadida

(ng)

AP M
1 detectada(ng) AP detectada Y0 recup.

(2)1a experiencia 2a experiencia

Triclorometano

Acetato de

etilo

2>50 (AP 0,)

2>50 (AP E,>

2>50 (AP 0,)

2>50 (AP E1)

2>30

1>25

2>50

2>25

2>34

1>53

2>38

2>21

2>32

1>39

2>44

2>23

92>8

55>6

97>6

89>2
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Tabla [‘/.8. Límite de determinaciónde la técnicade UD para la extracciónde AF Q y AF B~

en muestrasde 50 ml de leche contaminadascon soluciónde cada aflatoxinaen medio AM. Las

extraccionesse realizaronempleando70 ml de triclorometanocomo solvente,a 37 0C, duranteShoras

y en agitacióna 150 rpm.

AP añadida AF detectada

(~) 0/» positivos (Y
0) recup.

(X)

CV (n4)

(pg/l) (ng) (pag/l) (ng)

0>010 (AF 03

0>010 (AF E,)

0>020 (AP 03

0>020 (AP 5,)

0>030 (AP 0,)

0>030 (AP 5,)

0>050 (AP 03

11>050 (AP E~)

0>50

0>50

1>00

1>00

1>50

1>50

2>50

2>50

0>010

0>009

0>018

0>016

0>021

0>020

0>035

0>031

0>53

0>48

0>89

0>80

1>07

1>01

1>77

1>58

25

25

75

75

100

100

100

100

106>0

96>0

89>0

80>0

71>3

67>3

70>8

63>2

6

6

6

6

6>2

3>6

4>2

5>0
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TablaIV.9. Resultadosdel cálculodel límite dedeteccióndela UD para [aextraccióndeAP M1>

AP 01 y AP B1 en leche. En la tabla se expresael valor en ng con su media aritmética (2) y su

desviaciónestandar@). obtenidosa partir deveinte muestrasde 50 ml de leche sin contaminarcon

aflatoxinas(blancos)en las quese realizabala extracciónmedianteDO en las condicionessiguientes:

70 ml de cloroformocomo solventede extracción,duraciónde la UD cinco horasa la temperaturade

37 00 y con agitaciónorbital de 150 rpm. La detecciónseefectuabamedianteCCPAE,comprobandoci

valor de w’ de las aflatoxinaspatrón en eí que se detectabael máximo de fluorescenciaa 351) nm y

realizandoel cálculodel valoren ng correspondientea la señal detectadaen el mismopuntode R, en

las callesdeíos extractosproblema.

Blanco (a) (b) (c)

1 0>05 0>15 0>09

2 0>01 0,11 0>09

3 0’03 0>07 0>02

4 0>03 0 02 0>03

5 0>06 0>18 0>07

6 0>06 0>10 0>06

7 0>03 0>03 0>09

8 0>05 0>10 0>06

9 0>06 0>12 0>06

10 0>04 0>08 0>09

11 0>08 0>21 0>10

12 0>09 0>14 0>16

13 0>05 0>19 0>03

14 0>04 0>16 0>03

15 0>02 0>13 0>03

16 0>03 0>07 0>08

17 0>03 0>02 0>07

18 0>03 0>05 0>19

19 0>04 0>05 0>03

20 0>05 0>07 0>10

2 0>044 0>103 0075

0>019 0’054 0>042

(a) cantidaden ng en cadablancocorrespondientea la señal obtenidaen el

patrónde AP M1 ene1puntode máximafluorescenciadetectadoen la cromatoplaca.

(b) cantidaden ng en cada blancocorrespondientea la señalobtenidaen el

patrónde AP C~ en el puntode máxima fluorescenciadetectadoen la cromatoplaca.

valor de R< del

valor de R~ del
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<c) cantidaden ng encadablanco correspondientea la señal obtenidaen el valor de R> del

patrón de AP 5, en el punto de máxima fluorescenciadetectadoen la cromatoplaca.

Cálculo: L. D.= x + 3 x o

L. D. (AF M1)= 0>044+ 3 x 0>019=0,101 ng, quecorrespondena 0>0020 ig/l.

L. D. (AF G1)= 0’103 + 3 x 01054=0>265 ng, quecorrespondena 0’0053 pg/I.

L. D. (AF B1)= 01075 + 3 x 0’042= 0>201 ng, quecorrespondena 0’0040p.g/1.

Figura [VS. Cromatogramascorrespondientesa extractos de eche obtenidos mediante

extracciónpor UD. (a) extractode lechecontaminadacon aflatoxinasNl,, 0, y E,> (b) callecorrespon-

diente a un extractocontaminadocon patrón interno 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 POSTERIORMEDIANTE CCFAE

En primer lugar se mostraránlos resultadosobtenidosen las diferentes

pruebasrealizadasenel casodel desarrollode la OD parala extraccióndeAF M1

en leche en polvo, describiendoposteriormentelos resultadosobtenidoscon

respectoa la extracciónde las aflatoxinasG1 y B1 conjuntamente.No obstante,los

resultadosobtenidosparael límite de detecciónde la técnicade DD semuestran

conjuntamenteparalas tresaflatoxinasestudiadasen la Tabla IV.20 (pag. 129), así

como las condicionesdel métododefinitivo de análisis(Figura IV.22, pag. 156).

En relación al establecimientode las condicionesde detección, en tas

experienciasrealizadasempleandoel sistemade detecciónaplicadoa los extractos

de leche, es decir, CCFAE con un sistema de desarrollovertical y la mezcla

triclorometano/metanol(95/5) como solventede desarrollo,se probósu validez

para la separaciónde las tresaflatoxinasestudiadasen los extractosde lecheen

poívo. La Figura IVil (pag. 130) presentaalgunoscromatogramasobtenidosa

partir de extractosde esteproductoaplicandoestesistema.

Todaslas pruebasparael desarrollode la técnicade DD enlecheen poívo

sehanrealizadoutilizando70 ml de triclorometanocolocadoen el interior de las

membranasde diálisis. Las muestrasse contaminaroncon solución de cada

aflatoxina en triclorometanoy en todos los casos la velocidad de agitación

empleadadurantela OD fue de 150 rpm.

IV. 2. 1. Resultadosdel desarrollode la DD patala extracciónde AF M1

En la Tabla IV.10. semuestranlos resultadosde las experienciasrealizadas

para comprobarla influencia de la cantidad de leche en poívo tomada como

muestray disueltaen50 ml deaguadestiladasobrela recuperaciónde0,80pg/Kg

deAY M1. Los mejoresresultadosseobtuvieroncon6’25 g de lecheenpolvo (76%)
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disminuyendoun 20% si la muestraerade 12>50 g y un 40% aproximadamentesi

la muestraerade 25>00 g.

El siguienteparámetroestudiadofue la temperaturadeDD. Los resultados

aparecenen la FiguraIV.9, dondeseapreciaqueel porcentajede recuperaciónmás

alto (89>6%)seconsiguióa 37 0C, empleandomuestrasde6>25 g de lecheenpolvo

y 5 horasde extracción.

El efecto del tiempo de extracciónen el porcentajede recuperaciónde

distintasconcentracionesdeAP M
1 medianteDD semuestraen la Tabla IV 11. Los

porcentajesmásaltosseobtuvierona las 5 horasy dentrode ellos los valoresmás

elevados(82>0 y 94>4%) correspondierona los nivelesde contaminaciónde 0>4 y

0>5 ng/Kg de AF M1 respectivamente.

En la Tabla IV.12 se presentael porcentajede recuperaciónde la técnica

empleandolas condicionesdefinitivas(6>25 g de lecheenpoívodisueltosen50 ml

de agua destilada,70 ml de triclorometanoy extracciónde 5 horas a 37 »C y

150 rpm), paraun nivel de contaminaciónde 0>50 y 0,80 pg/Kg. Los porcentajes

obtenidosfueronde un 83>0%y un 73>4% respectivamente.

Los resultadosde las pruebasrealizadaspara el cálculo del límite de

determinaciónsemuestranen la Tabla IV.13. El límite establecidose encuentra

entre0>3 y 0>4 ~¡g/Kg.

IV. 2. 2. Resultadosdel desarrollode la DD parala extracciónde AF G1
y AF B1

En la TablaIV.14. semuestranlos resultadosde lasexperienciasrealizadas

paraestudiarla influenciade la cantidadde lecheenpolvo tomadacomomuestra

y disueltaen 50 ml de aguadestiladasobre la recuperaciónde 0>80 ng/Kg de

AP G1 y 0>80pg/Kg deAF B~. Los mejoresresultadosseobtuvieroncon6>25 g de

leche en poívo (97>00/o para la AY G1 y 69>80/o para la AP E), disminuyendola
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efectividadal emplearcantidadesmayoresdel producto,aunquedeforma menos

marcadaenel casode la AF B1.

Conrespectoa la temperaturadeUD, los resultadosseexponenen la Figura

IV.1O, dondese apreciaqueel porcentajede recuperaciónmásalto paralas dos

aflatoxinas(96>3% para la AY G1 y 81>6% para la AY B1) se consiguió a 37
0C,

empleandomuestrasde 6>25 g de leche enpolvo y 5 horasdeextracción.

El efecto del tiempo de extracciónen el porcentajede recuperaciónde

distintasconcentracionesde AP G
1 y AP E1 medianteUD semuestraen la Tablas

IViS y IV.16. En este caso los porcentajesde recuperaciónno experimentaron

variacionesmuy notablesentrelos distintostiemposestudiados,considerándose

5 horascomoperiodode DO másadecuado.

LasTablasIY.17 y IViS muestranlos resultadosobtenidosen las condicio-

nes másadecuadasparala realizaciónde la UD (muestrasde 6>25 g de leche en

polvo,70 ml de triclorometano,5 horasdeextraccióny 37
0C) paralos nivelesde

contaminaciónde 0>50 y 0>80 pg/Kg cte cadaaflatoxina. En ambos casosel

porcentajede recuperaciónfue mayorparala AP G~, no apreciándosediferencias

significativasentrelos dosnivelesde contaminaciónempleados.

En cuantoal limite dedeterminación,los resultadosseexponenen la Tabla

IV.19. El límite establecidopara las dos aflatoxinas se encuentraentre 0>3 y

0>4 >.ig/Kg.

IV. 2. 3. Métododefinitivo desarrollado

Los resultadosobtenidospermitenla aplicaciónde la UD a la extracción

simultáneade las aflatoxinasM
1, G1 y B~ en lecheen polvo siendolas condiciones

definitivas parala realizacióndel métodolas siguientes:

- Muestrasde lecheenpolvo de6>25 gdisueltasen50 ml deaguadestilada.
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- 70 ml de triclorometanoen el interior de una membranade diálisis de

60 cm de longitud.

- Tiempo de extracciónde5 horas.

- Temperaturade extracciónde 37 »C.

- Agitación a 150 rpm.
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TablaIVIO. Efecto de la cantidadde muestrade lecheenpolvosobrela recuperacióndeAF M1

medianteDO. El nivel de contaminaciónutilizado fue de 0>80 ig/Kg de AP Nl,. Las extraccionesse

realizaronempleando50 ml de aguaparadisolver la lecheen polvo y 70 ml de triclorometanocomo

solventedeextracción.La DO seefectuóa 37
0C, durante5 horasy en agitacióna 150 rpm.

AP M
1 Recuperada(X)

Lecheen

polvo (g)

AP M1 añadida

(ng)

(ng) (‘Y)

6’25

12’50

25>00

5’00

10’O0

20>00

3’80

5>02

4>52

76’00

50>20

22>60

Figura IV.9. Efecto de la temperaturade extracciónen la recuperaciónde 0>5 pg/kg de AP Nl,

en techeen polvo medianteextracciónpor UD. Las condicionesde las experienciasfueron:miíestras

de 6>25 g de leche en polvo disueltasen 50 ml de aguadestilada>70 ml de triclorometanocomo

solvente,extracciónde 5 horasy agitacióna 150 rpm. En la figtíra se muestranlos porcentajesde

rectíperaciónmedio (en cifras), máximoy mínimo obtenidosparacadatemperaturaensayada.

loo

&

2

e
‘o

da

o.

80

60

40

20

o
454 15 25 37

Temperatura(‘C)

Resultados121



TablaIVíl. Efecto del tiempode UD en la extracciónde diferentesconcentracionesde AF M1

(0>4, 0>5, 0>8, 1>0 y 1’9 pg/Kg) en muestrasde 6>25 g de lecheen polvo. Las condicionesde extracción

fueron: 50 ml de aguapara disolver la leche en polvo, 70 ml de triclorometanocomo solventede

extracción,37 »C y agitacióna 150 rpm. Los periodosde UD ensayadosfueron 5, 8 y 18 horas.

AF M1 detectada(ng) AF M1 detectada(¾)

Tiempo AF M1 añadida (ng) Rango X CV

(h) (ng) (n=4)

5 2>50 2’03 1>50-2>80 82’00 23>4

3>12 2>36 1>91-2>50 94’40 11>6

5>00 3>36 2>85-3>90 67>20 14>2

6>24 4>04 3>62-4>57 64>74 9>5

11>87 8>55 7>12-10>06 72>03 12>3

8 2>50 1>54 1>40-1>68 61>60 6>8

3’12 1>82 1>50-1>87 58>33 1>5

5,00 3>07 2>50-3>70 61>40 14>7

6>24 4>35 3>99-4>94 69>71 8>4

11>87 6>67 6>23-7>20 56>19 5>9

18 2>50 1>21 0>90-1>45 48>40 16>6

3>12 2>01 1>66-2>39 64>40 12>8

5>00 2>78 2>33-3>40 55>60 14>8

6>24 4>30 4>05-4>51 68>91 3>9

11>87 7>41 6>21-8>21 62>42 10>0
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Tabla ¡‘1>12. Porcentajede recuperaciónde la técnicade UD parala extracciónde AP Nl1 en

muestrasde6>25 g de lecheen polvo contaminadascon soluciónde AP M> en triclorometanocon dos

concentracionesdistintas(0>500 y 0>800 pg/Kg). Las extraccionesse realizaronempleando70 ml de

triclorometanocomo solvente,a 37 ~C,dtírante5 horasy en agitacióna 150 rpm.

AF M1 añadida AP M>

detectada(x)

Rango

(9/») recup.

(Y.)

CV

(pg/l) (ng) (qg/1) (ng) Qig/I) (ng)

0>500

0>800

3,12

5>00

0>415

0>588

2>59

3>67

0>306-0>500

0>456-0>641

1>91-3>12

2>85-4>00

83>0

73>4

12>4 (n=9)

12>3 (n~9)

Tabla IV.13. Límite de determinaciónde la técnica de DO para la extracciónde AP M> en

muestrasde 6>25 g de leche en polvo contaminadascon soluciónde AP M1 en triclorometano.Las

extraccionesse realizaronempleando70 ml de triclorometanocomo solvente,a 37 »C, durante5 horas

y en agitacióna 150 rpm.

AP Nl> añadida AP M>

detectada(X) % positivos (Y») recup.

(X)

CV (n4)

(pg/l) (ng) (pg/l) (ng)

0>200

0>300

0>400

1>25

1>87

2>50

0

0>212

0>350

1

1>32

2>19

5

50

100

7

70>6

87>6

1

1

16>5
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Tabla1V.14.Efecto de la cantidaddemuestrade lecheen polvo sobrela recuperaciónde AP 0~

y AP B~ medianteDU. El nivel de contaminaciónutilizado fue de 0>80 pg/Kg de AP 04 y AP B~. Las

extraccionesse realizaronempleando50 ml de agua para disolver la leche en polvo y 70 ml de

triclorometanocomo solventede extracción.La DD se efectuóa 37 tC, durante5 horasy en agitación

a 150 rpm.

AP Recuperada(%)

Lecheen polvo (g) AP añadida(ng) (ng) (Yo)

6>25 5>00 (AP 0>) 4>85 97>00

5>00 (AP B>) 3>49 69>80

12>50 10>00 (AP 03 7>04 70>40

10>00 (AP B
1) 6>00 60>00

25>00 20>00 (AP 0,) 5>57 27>85

20>00 (AP E,) 8>08 40>40

Númerode experimentos(n~
2).

FiguraIVIO. Efecto de la temperaturadeextracciónen la recuperaciónde 0>5 pg/kg de AP 0,

y 03 pg/Kg de AP 8, en leche en polvo medianteextracciónpor DU. Las condicionesde las

experienciasfiíeron: muestrasde 6>25 g de lecheenpolvo disueltasen 50 mi de aguadestilada,70 ml

de triclorometanocomosolvente,extracciónde 5 horasy agitacióna 150 rpm. En la figura se muestran

los porcentajesde recuperaciónmedio (en cifras -negrilla para la AP 0, y normal para la AP Br-),

máximoy mínimo obtenidosparacadatemperaturaensayada.
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Tabla IV.15. Efecto del tiempode UD en la extracciónde diferentesconcentracionesde AP O,

(0>4. 0>5> 0>8, 1>0 y 1>9 ng/Kg) en muestrasde 6>25g de lecheen polvo. Las condicionesde extracción

fueron: 50 ml de agua para disolver la leche en polvo> 70 ml de triclorometanocomo solvente de

extracción,37 oc y agitacióna 150 rpm. Los periodosde DD ensayadosfueron 5> 8 y 18 horas.

AF G1 detectada(ng) AF G1 detectada(<Yo)

Tiempo AF G1 añadida (ng) Rango CV

(h) (ng) (n=4)

5 2>50 1>91 1>50-2>40 76’40 19’6

3>12 2>64 2>38-2>99 84>61 8>2

5>00 4>50 3>43-5>10 90>00 1413

6>24 5>03 3>87-5>82 80>60 15>6

11>87 10>33 9>38-11>20 87>02 6>6

8 2>50 2>00 1>91-2>10 80>00 3>3

3>12 2>23 2>01-2>28 71>47 1>3

5>00 3>99 3>70-4>25 79>80 5>2

6>24 5>22 4>94-5>49 83>00 4>3

11>87 8>79 8>15-9>49 74>05 6>3

18 2>50 1>55 1>30-1>75 62>00 10>4

3712 2>28 2>06-2>55 73>07 8>7

5>00 4>45 4>12-5>40 89>00 12>4

6>24 4>87 4>46-5>26 78>08 6>4

11>87 9>11 8>33-9>97 76>74 6>6
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TablaIV.16. Efecto del tiempo de UD en la extracciónde diferentesconcentracionesde AF W
(0>4, 0>5, 0>8, 1>0 y 1>9 pg/Kg) en muestrasde 6>25 g de lecheen polvo. Las condicionesde extraccíón

fueron: 50 ml de aguapara disolver la leche en polvo> 70 ml de triclorometanocomo solventede

extracción,37 0C y agitacióna 150 rpm. Los periodosde DD ensayadosfueron 5, 8 y 18 horas.

AF B
1 detectada(ng) AF B1 detectada(%)

11>0

9’2

16>0

15>1

5>7

5>2

3,7

5>4

l’9

7,5

8>6

7,7

12>8

9,7

7>2

Tiempo AF B1 añadida (ng) Rango CV

(h) (ng) (n=4)

1 ‘92

2>41

3>43

3>25

8>74

1>58

1>83

2>76

3>63

6>86

0>97

1>79

3>30

4>03

8>07

1>61-2>20

2>18-2’78

2>80-4>31

2>69-3>93

8>01-9’40

1>45-1>68

1’73-1/91

2>60-3>00

3>50-3>75

6>12-7>53

0>90-1>10

1>60-1>99

2>62-3>70

3>39-4>46

7’33-8>90

76>80

77>24

68>60

52>00

73>63

63>20

58’65

55>20

58>17

57>79

38>80

57>37

66>00

64’50

67>98

5

8

18

2>50

3’12

5>00

6>24

11>87

2>50

3’12

5>00

6>24

11>87

2>50

3>12

5>00

6>24

11>87
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Tabla [‘1.17.Porcentajede recuperaciónde la técnicade DU para la extracciónde

muestrasde 6>25 g de lecheen polvo contaminadascon soluciónde AP 01 en triclorometano

concentracionesdistintas (0>500 y 0>800 pg/Kg). Las extraccionesse realizaronempleando

triclorometanocomo solvente,a 37 0C> durante5 horasy en agitacióna 150 rpm.

AF Q añadida AP G
1

detectada(2)

Rango

(%) recup CV

(pg/l) (ng) (~~ig/l) (ng) (pg/l) (ng)

0>500

0>80(1

3,12

5>00

0’435

0>723

2>72

432

0>381-0>498

0>548-0>816

2>38-3>11

3>43-5>10

87>2

90>4

8>5 (n=9)

11>9 (n=9)

Tabla IVIS. Porcentajede recuperaciónde )a técnicade DD para la extracciónde AP B1 en

muestrasde 6>25g de lecheen polvo contaminadascon soluciónde AP B1 en triclorometanocon dos

concentracionesdistintas (0>500 y 0>800 pg/Kg). Las extraccionesse realizaronempleando70 ml de

triclorometanocomo solvente>a 37
0C, durante5 horasy en agitacióna 150 rpm.

AF B
1 añadida AP B>

detectada(1)

Rango

(»/») recup

(2)

CV

(pg/l) (ng) (pg/l) (ng) (pg/l) (ng)

0>500

0>800

3,12

5>00

0>371

0>574

2>32

3>59

0>250-0>445

0>44841>689

1>56-2>78

2>804>31

74>3

71>8

14>6 (n=9)

13>1 (n=9)
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TablaIV.19. Límite de determinaciónde la técnicadeUD parala extracciónde AF Q y AF E1

enmuestrasde 6>25 g delecheen polvo contaminadasconsolucióndecadaaflatoxinaen triclorometa-

no. Las extraccionesse realizaronempleando70 ml detriclorometanocomo solvente,a 37
0C, durante

5 horasy en agitacióna 150 rpm.

AF añadida AF detectada

(%) »/o posítívos (%) recup.

(2)

CV (n=4)

(pg/l) (ng) (u’g/l) (ng)

0>200 (AP O>)

0>20(1 (AP E>)

0>300 (AP 03

0>300 (AP W)

0>400 (AF G~)

0>400 (AP E
1)

1’25

1>25

1>87

1>87

2>50

2>50

0

0

0>218

0>190

0>374

0>254

1

1

1>36

1>19

2>34

1’59

5

5

50

25

100

100

7

7

72>7

63>6

93>6

63>6

1

1

1

1

11>4

14>5
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Tabla [‘1.20. Resultadosdel cálculo del límite de detecciónde la UD para la extracción de

AP M1, AF O> y AF E1 en lecheen polvo. En la tablase expresael valor en ng con sumediaaritmética

(x) y su desviaciónestandar(Gt obtenidosa partir de veintemuestrasde 6>25 g de lecheen polvo sin

contaminarcon allatoxinas (blancos) en las que se realizaba la extracciónmedianteUD en las

condicionessiguientes:50 ml de aguaparadisolver las muestras,70 ml de cloroformocomo solvente

de extracción>duraciónde la DD cinco horasa la temperaturade 37
0C y con agitaciónorbital de 150

rpm. La detecciónseefectuabamedianteCCFAE> comprobandoel valor de R
1 de las aflatoxinaspatrón

en el que se detectabael máximo de fluorescenciaa 350 nm y realizandoel cálculo del valor en ng

correspondientea la señaldetectadaen el mismo punto de R1 en las callesdelos extractosproblema.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

0>03

0>02

0>02

0>03

0>04

0>05

0>04

0>02

0>07

0>05

0>07

0>10

0>07

0>08

0>07

0>12

0>14

0>11

0>14

0>07

0>03

0>02

0>12

0>04

0>04

0>03

0>03

0>03

0>11

0>07

0>08

0>16

0’08

0>03

0>10

0>14

0>10

0>06

0>07

0>07

0>03

0>04

0>05

0>04

0>03

0>07

0>04

0>05

0>03

0>04

0>07

0>04

0>03

0>02

0>02

0>02

0>03

0>02

0>03

0>04

Blanco (a) (b) (c)

0>067 0>070 0>037

o 0>037 0>039 0>014

(a) cantidaden ng en cadablancocorrespondientea la

patrónde AP M1 en el puntode máxima fluorescenciadetectado

(b) cantidaden ng en cadablancocorrespondientea la

patrónde AP O> en el punto de máxima fluorescenciadetectado

(c) cantidaden ng en cadablanco correspondientea la

señal

en la

señal

enla

señal

obtenidaen

cromatoplaca.

obtenidaen el

cromatoplaca.

obtenidaen el

el valor de R~ del

valor de R1 del

valor de Rf del
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patrón de AP 8, en el punto de máximafluorescenciadetectadoen la cromatoplaca.

Cálculo: L. D.= ~ + 3 x ~

L. D. (AF M1)= 0’067 + 3 x 0>037=0’178 ng, quecorrespondena

0’0280 gg/Kg.

L. D. (AP G1)= 0’070 + 3 x 0>039= 0>187 ng, que correspondena

0’0299 4g/Kg.

L. D> (AP B1)= 0’037 + 3 x 0>014= 0>079 ng, que correspondena

0>0126 klg/Kg.

Figura W11. Cromatogramascorrespondientesa extractos de leche en polvo obtenidos

medianteUD. (a) extractode lecheen polvo sin contaminarcon aflatoxinas,(b) extractode leche en

polvo contaminadacon 1>9 }g/Kg de las afiatoxinasNl,, 01 y 8,, (c) extracto de leche en polvo

contaminadacon 0>4 pg/Kg de las aflatoxinasNl1, 00 y 8,.
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IV. 3. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LA TECNICA DE DD

PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS EN YOGUR CON DETECCION

POSTERIORMEDIANTE CCFAE

En primer lugar se expondránlos resultadosobtenidosen las diferentes

pruebasrealizadasenel casodel desarrollode la DD parala extraccióndeAF M1

en yogur,describiendoposteriormentelos resultadosobtenidoscon respectoa la

extracciónde las aflatoxinas G1 y E1 conjuntamente.No obstante,los resultados

obtenidospara el limite de detecciónde la técnicade DD semuestranconjunta-

menteparalastresaflatoxinasestudiadasen la TablaIV.28 (pag. 142), asícomolas

condicionesdelmétododefinitivo de análisis(Figura IV.22, pag. 156).

Lascondicionesdedetecciónempleadashansidolasmismasutilizadaspara

el casode la lechey lecheenpolvo: CCFAE con un sistemade desarrollovertical

y la mezclatriclorometano/metanol(95/5) comosolventededesarrollo.La Figura

IV.16 (pag. 143)presentaun cromatogramaobtenidoapartir deextractosdeyogur

aplicandoestesistema.

En todas las experienciasse ha utilizado como solvente de extracción

triclorometano(70 mí) colocadoenel interior de membranasde diálisis de 60 cm

de longitud y la velocidadde agitaciónha sidoa 150 rpm en todoslos casos.

IV. 3> 1. Resultadosdel desarrollode la DD parala extracciónde AF M1

La FiguraIV.12 representalos resultadosobtenidosenlaspruebasrealizadas

para comprobarla influenciade la temperaturade extracciónen la recuperación

de0>045 k¡g/Kg deAP M1 en yogur. Paraestaspruebasseemplearonmuestrasde

yogur elaboradoen el laboratorioa partir de leche contaminadacon soluciónde

AF M1 en acetonitrilo. En la gráfica se observaque los mejores resultadosse

obtuvieronrealizandola DD a 37 »C.

En la Figura IV.13 aparecenlos resultadosde las experienciasrealizadas
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para comprobarla influencia del tiempo de extracciónen la recuperaciónde

0>045 v¡g/Kg de AF M1 en yogur elaboradoen el laboratorio a partir de leche

contaminadaconsoluciónde la aflatoxinaenacetonitrilo.Asimismo,la TablaIV.21

presentalosresultadoscorrespondientesal mismotipo depruebasperoempleando

muestrasdeyogur comercialcontaminadascon0,050pg/Kg deAF M1 apartir de

soluciónde la toxina entriclorometano.Los mejoresresultadosseobtuvieroncon

un periodode DD de 5 horasen amboscasos,si bien, la recuperaciónfue mayor

cuandose utilizó yogur comercial (84>8%) frente al 74’4% obtenidoa partir del

yogur elaboradoen el laboratorio.En amboscasosy en las extraccionesde8 y 18

horas,aparecieronsustanciasinterfirientesen las cromatoplacas,que impidieron

la cuantificaciónde la AF M1.

La TablaIV.22 muestralos resultadoscorrespondientesa la recuperaciónde

0>045pg/Kg de AY M1 en muestrasde yogurelaboradoenel laboratorioa partir

de lechecontaminadacontressolucionesdiferentesde la aflatoxina:enmedioAM,

en acetonitrilo y en triclorometano.Las extraccionesse realizaronduranteun

periodode 5 horasa 37 »C y 150 rpm. El porcentajede recuperaciónmáselevado

correspondióa los yogureselaboradoscon leche contaminadacon soluciónde

AF M1 enmedioAM (88’0%), recuperándoseaproximadamenteun 10% menosen

el casode la soluciónde triclorometanoy un 200/o menosenel casode la solución

de acetonitrilo.

En la Tabla IV.23 aparecenlos resultadoscorrespondientesal porcentajede

recuperaciónobtenidoapartir demuestrasde50 g deyogurcomercialcontamina-

das a un nivel de 0’050 pg/Kg consoluciónde AF M1 en triclorometano.En este

casoel porcentajede recuperaciónfue de un

Conrespectoal límite de determinaciónlos resultadosaparecenen la Tabla

JV.24. El límite establecidoseencuentraentre 0’010 y 0’020 v¡g/Kg.
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IV. 3. 2. Resultadosdel desarrollode la DD parala extracciónde AF G1

y AF B,

En la Figura IV. 14 se representanlos resultadosde las experiencias

realizadaspara comprobarla influencia de la temperaturade extracciónen la

recuperaciónde 0>045 pg/Kg de cadaaflatoxina.Paraestaspruebasseemplearon

muestrasde yogur elaboradoen el laboratorioa partir de lechecontaminadacon

solucionesde AF G1 y AP E1 en acetonitrilo. En la gráfica se observaque los

mejoresresultadosparala AP B1 seobtuvieronal realizarla DD a 37
0C. En el caso

de la AP G
1, aunquese logró una recuperaciónmayor a 45 »C, aparecieron

sustanciasinterfirientesen las cromatoplacas,quedificultabanla cuantificaciónde

ambasaflatoxinas.

Enla FiguraIV 15 semuestranlos resultadosde lasexperienciasrealizadas

para comprobarla influencia del tiempo de extracciónen la recuperaciónde

0’045 pg/Kg de cadaaflatoxina,en yogurelaboradoen el laboratorioa partir de

leche contaminadaconsolucionesdeAF G1 y de AF B1 en acetonitrilo.Asimismo,

la Tabla IV.25. presentalos resultadoscorrespondientesal mismo tipo de pruebas

pero empleandomuestrasde yogur comercial contaminadasa un nivel de

0’050 pg/Kg de cada aflatoxina en solución de triclorometano. Los mejores

resultadosseobtuvieronconun periododeDD de 5horasenamboscasos,si bien,

la recuperaciónfue mayor cuandose utilizó yogur comercial (93>27» -AP G0 y

57>2% -AP E~) que cuandoseempleóyogur elaboradoen el laboratorio(59’5% -

AF G1- y 33>3% -AP B1-). En amboscasosy en las extraccionesde 8 y 18 horas,

aparecieronsustanciasinterfirientes en las cromatoplacas,que impidieron la

cuantificaciónde ambasaflatoxinas.

Enla TablaIV.25 aparecenlos resultadoscorrespondientesala recuperación

de 0’045 pg/Kg de cada aflatoxina en muestrasde yogur elaborado en el

laboratorioa partir de leche contaminadacon tres solucionesde la aflatoxina

diferentes:en medioAM, en acetonitriloy entriclorometano.Las extraccionesse

realizaronduranteun periodode 5 horas a 37 »C y 150 rpm. El porcentajede
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recuperaciónmásbajocorrespondióa los yogureselaboradosconlechecontamina-

da con solución de AF G1 en acetonitrilo, siendoen el caso de las otras dos

solucionesde un 8S»/o aproximadamente.En relacióna la AF 1½el porcentajede

recuperaciónmás alto correspondióa los yogureselaboradosa partir de leche

contaminadacon soluciónde la aflatoxinaen medioAM (78>2~/o).

En la TablaIV.26 aparecenlos resultadoscorrespondientesal porcentajede

recuperaciónobtenido a partir de muestras de 50 ml de yogur comercial

contaminadasa un nivel de 0’050 pg/Kg con solucionesde AF G1 y AF B1 en

triclorometano.En estecasoel porcentajederecuperaciónfue de un58’8% parala

AF G1 y de un 40>80/oparala AF 5~.

Conrespectoal límite de determinaciónlos resultadosaparecenen la Tabla

IV.27. El limite establecidose encuentraentre0’010 y 0’020 i.ig/Kg paralas dos

aflatoxinas.

IV. 3. 3. Métododefinitivo desarrollado

Los resultadosobtenidospermitenla aplicaciónde la DD a la extracción

simultáneade las aflatoxinasM1, G1 y E1 en yogur y las condicionesdefinitivas

para la realizacióndel métodosonlas siguientes:

- Muestrasde yogur de 50 g.

- 70 ml de triclorometanoen el interior de una membranade diálisis de

60 cm de longitud.

- Tiempo deextracciónde 5 horas.

- Temperaturade extracciónde37 »C.

- Agitación a 150 rpm.
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Figura IV.12. Efecto de la temperaturade extracciónen la recuperaciónde 0>045 pg/Kg de

AP Nl> en yogur medianteextracciónpor UD. Lascondicionesde las experienciasfueron:muestrasde

511 ml de yogur elaboradoen el laboratorioa partir de leche contaminadacon soluciónde AP M> en

acetonitrilo,70 ml de triclorometanocomo solvente,extraccióndeS horasy agitacióna 150 rpm. En la

figura semuestranlosporcentajesderecuperaciónmedio (encifras), máximoy mínimo obtenidospara

cada temperaturaensayada.
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Figura IV.13. Efecto del tiempode extracciónen la recuperaciónde 0>045 pg/Kg de AP M> en

yogur medianteextracciónpor UD. Las condicionesde las experienciasfueron: muestrasde 50 ml de

yogur elaboradoen el laboratorioa partir de lechecontaminadacon soluciónde AP Nl> en acetonitrilo>

70 ml de triclorometanocomo solvente,extraccióna 37 »C y agitacióna 150 rpm. En la figura se

muestranlos porcentajesde recuperaciónmedio (en cifras), máximo y mínimo obtenidospara cada

tiempoensayado.
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Tabla IV.21. Efecto del tiempode extracciónen la recuperaciónde0>050 klg/Kg de AF Nl, de

yogur medianteUU. Lasextraccionesse realizaronenlas condicionessiguientes:muestrasde50 ml de

yogur comercialcontaminadocon soluciónde AP M1 en cloroformo,70 ml de triclorometano,37 »C y

150 rpm.

Tiempo (h) AF Nl1 añadida

(ng)

AP M, detectada

(ng)

Rango Y» rec. (j) CV (n=4)

1

1

1

1

18

230

2>50

230

-

-

1>14

1>41

2>12

1>08-1>27

1>33-1>53

1>83-2>40

45>6

56>4

84>8

6>5

5>4

10>6

Tabla[V.22. Porcentajede recuperaciónde la técnicade UD parala extracciónde 0>045 dg/Kg

de AP Nl, en muestrasde 50 ml deyogurelaboradoenel laboratorioa partirde lechecontaminadacon

distintassolucionesde AP M,. Lasextraccionesse realizaronempleando70 ml de triclorometanocomo

solvente,a 37 »C, duranteShorasy en agitacióna 150 rpm.

Sol. de AP M,

empleadaen la

contaminación

AP M,

añadida

AP M,

detectada(X)

Rango

(Y») rec.

(X)

CV

(n=5)

gg/Kg ng gg/Kg ng pg/Kg ng

Medio AM

Acetonitrilo

Cloroformo

0>045

0’045

0>045

2>25

2>25

2>25

0>039

0>030

0>034

1>98

1>50

1>72

0>033-0>044

0>025-0>040

0>029-0>044

1>64-2>20

1>26-1>98

1>44-2>18

88>0

66>6

76>4

10>3

16>7

16>4
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Tabla IV.23. Porcentaje de recuperación de la técnica de DD para la extracción de 0>050 ag/Kg

de AP Nl, en muestras de 50 ml de yogur comercial contaminado con solución de AP M1 en cloroformo.

Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como solvente> a 37
0C, durante 5

horas y en agitación a 150 rpm.

AF Nl
1 añadida

AP Nl,

detectada(X) Rango (Y») rec.

(Z)

CV (n=5)

pg/Kg ng ~ig/Kg ng ng/Kg ng

0>050 2>50 0>042 2>09 0>035-0>048 1>74-2>39 83>6 10>5

Tabla IV.24. Límite de determinaciónde la técnicade UD para la extracciónde AP M, en

muestras de 50 g de yogur elaborado en el laboratorio a partir de leche contaminada con solución de

AP M1 en medioAM. Lasextraccionesserealizaronempleando70 ml detriclorometanocomosolvente>

a 37
0C, durante5 horasy en agitacióna 150 rpm.

AP M, añadida AF M,

detectada~ Y» positivos (Y») recup.

0

CV (n=4)

pg/Kg ng pg/Kg ng

0>011

0>022

0>045

0>55

1>10

2>25

0>010

0>021

0>038

0>54

1>04

1>03

50

75

100

98>8

94>5

85>7

4

4

4>8
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Figura IV.14. Efecto de la temperatura de extracción en la recuperación de 0>045 ág/Kg de

AP O (líneacontinua)y 0>045 pg/Kg de AF U2 (línea discontinua) en yogur mediante extracción por

UD. Las condicionesde lasexperienciasfueron:muestrasde50 ml deyogurelaboradoenel laboratorio

a partir de leche contaminada con solución de cada aflatoxina en acetonitrilo, 70 ml de triclorometano

como solvente, extracción de 5 horas y agitación a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes de

recuperación medio (en cifras)> máximo y mínimo obtenidos para cada temperatura ensayada.
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condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 ml de yogur elaborado en el laboratorio a partir

de leche contaminadacon soluciónde cadaaflatoxinaen acetonitrilo, 70 ml de triclorometanocomo

solvente,extracción a 37 »C y agitación a 150 rpm. En la figura se muestranlos porcentajesde

recuperaciónmedio (en cifras), máximoy mínimo obtenidosparacadatiempoensayado.
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Tabla[‘1.25.Porcentajede recuperaciónde la técnicadeDV parala extracciónde 0>045gg/Kg

de AP G~ y 0>045 pg/Kg de AP E2 en muestrasde50 ml de yogurelaboradoen el laboratorioa partir

de leche contaminada con distintas soluciones de cada aflatoxina. Las extracciones se realizaron

empleando 70 ml de triclorometano como solvente, a 37
0C, duranteS horas y en agitación a 150 rpm.

Sol, de AF

empleada

en la conta

minación

AP añadida AP detectada

(1)

Rango

(%) rec.

(X)

CV

(n5)

pg/Kg ng pg/Kg ng pg/Kg ng

Medio AM

Acetonitrilo

Cloroformo

0>045 (0,)

0>045 (E,)

0>045 (Gr)

0>045 (E
1)

0>045 (G~)

0>045 (E1)

2>25

2>25

2>25

2>25

2>25

2>25

0>038

0>035

0>028

0>018

0>039

0>021

1>90

1>76

1>40

0>89

1>96

1>08

0>031-0>043

0>030-0>037

0>024-0>034

0>017-0>022

0>038-0>041

0>017-0>030

1>57-2>15

1>51-2>08

1>221>71

0>86-1>08

1>89-2>03

0>87-1>48

84>4

78>2

62>2

39>5

87>1

48>0

14>0

14>1

12>7

17>9

2>5

23>0

Tabla IV.26. Porcentaje de recuperacióndela técnicade UD parala extracciónde 0>05(1 pg/Kg

de AF t% y 0>050pg/Kg deAP E, en muestrasde 50 ml de yogur comercialcontaminadocon solucion

de cada aflatoxina en cloroformo. Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano

como solvente, a 37
0C> duranteS horas y en agitación a 150 rpm.

AP añadida AP detectada(z) Rango (Y») rec.

(X)

CV (n=5)

gg/Kg ng pg/Kg ng pg/Kg ng

0>050 (03

0>050 (E
2)

2>50

2>50

0>029

0>020

1>47

1>02

0>027-0>034

0>020-0>021

1>35-1>69

0>99-1>07

58>8

40>8

8>3

2>6
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Tabla IV.27. Límite de determinaciónde la técnicade UD parala extracciónde AP O, y AP E,

en muestrasde50 g de yogur elaboradoenel laboratorioa partir de lechecontaminadacon solución

de AF O~ y solución de AP E1 en medio AM. Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de

triclorometano como solvente> a 37 »C, durante 5 horas y en agitación a 150 rpm.

AP añadida AP

detectada(X) % positivos (0/») recup.

(Z)

CV (n=4)

ag/Kg ng pg/Kg ng

0>011 (AP O~)

0>011 (AP E1)

0>022 (AF 0,)

0>022 (AP E,)

0>045 (AP O~)

0>045 (AP E2)

0,55

0>55

1,10

1>10

2>25

2>25

0>012

0>011

0>021

0>019

0>037

0’036

0>59

0>54

1>05

0>96

1>85

1>81

50

25

75

75

100

100

107>2

98>2

95>4

87>2

82>2

80>4

5

5

5

5

5>3

4>8
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Tabla IV.28. Resultados del cálculo del límite de detección de la UD para la extracción de

AP M,, AP Q y AP E, en yogur. En la tabla se muestra el valor en ng con su media aritmética (X) y su

desviación estandar (a), obtenidos a partir de veinte muestras de 50 g de yogur comercial sin

contaminar con aflatoxinas (blancos) en las que se realizaba la extracción mediante UD en las

condiciones siguientes: 70 mIde cloroformo como solvente de extracción> duración de la DVcinco horas

a la temperatura de 37 »C y con agitación orbital de 150 rpm. La detección se efectuaba mediante

CCFAE> comprobandoel valor de R1 de las aflatoxinaspatrón en el que se detectabael máximo de

fluorescencia a 350 nm y realizando el cálculo del valor en ng correspondiente a la señal detectada en

el mismo punto de W en las callesde los extractosproblema>

Blanco (a) (b) (c)

1 0>20 0>07 0>08

2 0>16 0>08 0>04

3 0>20 0>15 0>23

4 0>18 0>05 0 02

5 0>11 0>12 0>10

6 0>09 0>10 0>09

7 0>12 0>07 0>15

8 0>22 0>20 0>03

9 0>14 0>27 0>06

10 0>09 0>32 0>10

11 0>04 0>27 0>05

12 0>13 0>12 0>03

13 0>09 0>09 0>06

14 0>07 0>10 0>06

15 0>06 0>03 0>10

16 0>06 0>03 0>06

17 0>07 0>07 0>05

18 0>07 0>04 0>04

19 0>06 0>21 0>09

20 0>19 0>03 0>03

0>117 0>126 0>073

a 0>055 0>065 0>047

(a) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la señal obtenida en el

patrón de AP M2 en el punto de máxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

(b) cantidaden ng en cadablancocorrespondientea la señalobtenidaen el

patrón de AP O, en el punto de máxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

valor de R1 del

valor de R1 del
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<c) cantidad en ng en cada blanco correspondiente a la señal obtenida en el valor de W del

patrón de AP W en el punto de máxima fluorescencia detectado en la cromatoplaca.

Cálculo: L. D.= ~ + 3 x a

L. D.(AF M1)= 0’117 + 3 x 0>055=0’282 ng quecorrespondenaO’

L. DJAF G)= 0’126 + 3 x 0’065= Q’321 ng que correspondena0’

L. D.(AF B1)= 0’073 + 3 x 0’047= 0’214 ng quecorrespondena 0’

0056 gg/Kg.

0064 gg/Kg.

0043 jig/Kg.

Figura [‘1.16.Cromatograma correspondiente a extractos de yogur obtenidos mediante DU. (a)

extracto de yogur elaborado a partir de leche contaminada con 0>011 ng/Kg de las aflatoxinas Nl, O

y 8> (b) el mismo extracto anterior con patrón interno de las tres aflatoxinas.
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IV. 4. RESULTADOS DEL DESARROLLO DE LA TECNICA DE DD

PARA LA EXTRACCION DE AFLATOXINAS EN QUESOCON DETECCION

POSTERIORMEDIANTE CCFAE

En primer lugar seexpondránlos resultadosobtenidosen las diferentes

pruebasrealizadasen el casodel desarrollode la OD parala extracciónde AF M1

enqueso,describiendoposteriormentelosresultadosobtenidosen la extracciónde

las aflatoxinasG1 y B1 conjuntamente.No obstante,los resultadosobtenidospara

el límite de detecciónde la técnicadeDO semuestranconjuntamenteparalas tres

aflatoxinasestudiadasen la Tabla IV.35 (pag. 154), así comolas condicionesdel

métododefinitivo de análisis(Figura IV.22, pag. 156).

Con respecto a la forma de preparaciónde las muestras de queso,

iicialmente se ensayóel empleode una solución de bicarbonatosódico y una

solución de fosfato bisódico,obteniéndoselos mejores resultadosal emplearla

primera de ellas (para un nivel de contaminaciónde 0’200 pg/Kg de cada

aflatoxina).Las extraccionesserealizarona 37 »C durante5 horas.Los porcentajes

de recuperaciónobtenidosfueron:

- Empleando70 ml de soluciónde bicarbonatosódico: 58% (AF M1), 51»/»

(AF G1) y 25% (AP ]3~).

- Empleando70 ml desolucióndefosfatobisódico:0% (AF M1), 23%(AF G1)

y 23% (AF B1).

A la vista de los resultados,lasmuestrasde quesoseprepararoncon70 ml

de soluciónde bicarbonatosódico.

Las condicionesde detecciónutilizadas fueron en principio las mismas

empleadasen los productos lácteos estudiadosanteriormente:CCFAE con un

sistemade desarrollovertical y la mezcla triclorometano/metanol(95/5) como

solventede desarrollo.No obstante,al apareceren las cromatoplacassustancias

interfirientescon la AF M1 y no conseguirseen ocasionesla separacióncompleta

de la AF G1 y la AF B1, lo cualdificultabasu cuantificación,seensayóel usode la

mezcla triclorometano/metanol(90/10), con la que se obtenía una mejor
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resolución,sobre todocuandoel nivel decontaminacióndeaflatoxinasera=0’100

pg/Kg. La FiguraIV.21 (pag. 155) presentaun cromatogramaobtenidoapartir de

extractosde quesoaplicandoestesistema.

Por otro lado, y aunqueserealizaronalgunaspruebasempleandoparala

fasededeteccióny cuantificaciónextractosde200 pl (volumenfinal deextractoen

el restodeproductoslácteosestudiados),seobtuvieronmejoresresultadosapartir

de un volumen de final de extractode 500 pl ya que sereducíael efectode la

presenciade algunassustanciasinterfirientes.

Tambiénseprobó en uso de cartuchosSp Pak® de gel de sílice para la

purificación de los extractosde queso.Los cromatogramasobtenidosa partir de

los extractos purificados con este sistema presentabanmenor cantidad de

sustanciasinterfirientes;no obstante,el porcentajede recuperaciónde la AP M1

(para un nivel de contaminaciónde 0’100 pg/Kg y realizandoextraccionesde

18 horasa 37 »C), fue muchomenor(40%). Asimismo,en losextractospurificados

no sedetectóAP G1 ni AP B1. A la vista deestosresultadossedesestimóel uso de

los cartuchosSep Pak®parala purificaciónde los extractos.

Las restantescondicionesdel método fueronlas mismasseñaladasen los

apartadosprecedentes:70 ml de triclorometanocomo solvente de extracción,

colocadoenel interior demembranasde diálisisde60 cm de longitud y velocidad

de agitaciónde 150 rpm.

IV. 4. 1. Resultadosdel desarrollode la DD parala extracciónde AF M1

LaFiguraJV.17representalosresultadosobtenidosenlaspruebasrealizadas

paracomprobarla influenciade la temperaturade extracciónen la recuperación

de0>200pg/Kg deAF M1 en queso,llevandoa cabola DD duranteun periodode

5 horas. En la gráfica se observaque los mejores resultadosse obtuvieron

realizandola DO a 45 »C. No obstante,los cromatogramasobtenidosempleando

estatemperaturapresentabangrancantidaddesustanciasinterfirientes,siendopor
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tanto másdifícil realizarunacuantificacióncorrecta.

En la FiguraIV.18 se muestranlos resultadosde las experienciasrealizadas

para comprobar la influencia del tiempo de extracciónen la recuperaciónde

0>200 pg/Kg de AY M1 en queso,ralizandolas extraccionesa 37 »C. Los mejores

resultadosseobtuvieroncon un periodode DO de 18 horas(92>7%), aunquelos

resultadoscorrespondientesa las extraccionesde ocho horastambiénmostraron

recuperacioneselevadas(86>5%).El porcentajederecuperaciónobtenidoa lascinco

horasdeextracciónfue del 62>8%, presentandomenossustanciasinterfirienteslos

cromatogramascorrespondientesaesteperiodo.

LaTablaIV.29 muestralos resultadoscorrespondientesal estudiodelefecto

de la adiciónde 5 ml de soluciónpreservadoradurantela fasede preparaciónde

las muestrasde quesosobre la recuperaciónde 0>200 pg/Kg de AF M1. Las

extraccionesserealizaronduranteun periodode 5 y 18 horasa 37 oc y 150 rpm.

El porcentajede recuperaciónmáselevadocorrespondióen todoslos casosa las

muestraspreparadascon soluciónpreservadora,obteniéndoseun incrementoen

la recuperacióndeaproximadamenteun 10% conrespectoa las muestrasa lasque

no seañadióestasolución.Asimismo,se comprobóquela muestrapreparadade

estaforma manteníaunaconsistenciauniforme a lo largo de todo el periodode

DO, no produciéndoseprecipitados.A la vista de los resultados,se decidió

emplearen todaslas experienciasrealizadasposteriormente65 ml de soluciónde

bicarbonatosódicoal 0’3% y 5 ml desoluciónpreservadoraparala preparaciónde

las muestrasde queso.

En la TablaIV.30 aparecenlos resultadoscorrespondientesal porcentajede

recuperaciónobtenidoa partir de muestrasde 50 g de quesocontaminadasa un

nivel de0’100 pg/Kg de AF M1. Las extraccionesserealizarona 37 »C durante18

horas.El porcentajede recuperaciónfue de un 89’4%.

Conrespectoal límite de determinaciónlos resultadosaparecenen la Tabla

IV.31. El límite establecidoseencuentraentre0’060 y 0>080 pg/Kg.
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IV. 4. 2. Resultadosdel desarrollode la DD parala extracciónde AF G1

y AF B1

En la FiguraIV.19 semuestranlos resultadosde lasexperienciasrealizadas

para estudiarla influencia de la temperaturade extracciónen la recuperaciónde

0’200 pg/Kg de cadaaflatoxina en muestrasde 50 g de queso.En la gráfica se

observaque los mejoresresultadospara estasdos aflatoxinasse obtuvieron al

realizarla UD a 37
0C (60>0 y 38>5%respectivamente).

En la Figura IV.20 aparecenlos resultadosde las experienciasrealizadas

para comprobarla influencia del tiempo de extracciónen la recuperaciónde

0>200 i.¡g/Kg decadaaflatoxinaenqueso.Los mejoresresultadosseobtuvieroncon

un periodode UD de 18 horasen amboscasos(90>6 y 59’3% respectivamente)>

La Tabla IV.32 muestralos resultadoscorrespondientesal estudiodelefecto

de la adiciónde 5 ml de soluciónpreservadoradurantela fasede preparaciónde

las muestrasde quesosobre la recuperaciónde 0>200 pg/Kg de cadaaflatoxina.

Las extraccionesse realizaronduranteun periodode 5 y 18 horas a 37 0C y

150 rpm> En el caso de la AP G
1 el porcentajede recuperaciónmás elevado

correspondióa las muestraspreparadascon solución preservadora,aunquelas

diferenciasno fueronmuy considerables.En el casode la AF B~ no aparecieron

diferenciasen las extraccionesde 5 horas,recuperándosea las 18 horasmenor

cantidaddeaflatoxina(5%menos)apartir delasmuestraspreparadasconsolución

preservadora.No obstante,a partir de estemomentosedecidióemplear5 ml de

estasoluciónjunto con65 ml debicarbonatosódicoal 0>30/oparala preparaciónde

las muestrasutilizadasenel restode las experienciascuyosresultadossedetallan

a continuación.

La TablaIV.33 muestralos resultadoscorrespondientesa la recuperaciónde

0>100 pg/Kg de AP G1 y 0>100 hg/Kg de AF B~ en muestrasde queso. Las

extraccionesserealizaronduranteun periodode 18 horasa 37 oc y 150 rpm. El

porcentajede recuperaciónmás bajo correspondióa la AF B~ (65>0%) frente al
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73>2% obtenidoparala AF G1.

Conrespectoal límite de determinaciónlos resultadosaparecenen la Tabla

IV.34. El límite establecidoseencuentraentre0>040 y 0>060 pg/Kg paralas dos

aflatoxinas.

IV. 4. 3. Métododefinitivo desarrollado

Los resultadosobtenidospermitenla aplicaciónde la UD a la extracción

conjunta de las aflatoxinas M1, G1 y E1 en queso,si bien puedeser necesario

empleardistintasproporcionesde la mezclatriclorometano/metanol,paraobtener

la resoluciónadecuada.Las condicionesdefinitivasparala realizacióndel método

son las siguientes:

- Muestrasde quesode 50 g.

- Preparaciónde las muestrascon 65 ml de bicarbonatosódicoal 0>3% y

5 ml de soluciónpreservadora.

- 70 ml de triclorometanoen el interior de una membranade diálisis de

60 cm de longitud.

- Tiempode extracciónde 18 horas.

- Temperaturade extracciónde 37 »C.

- Agitación a 150 rpm.
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Figura [‘1.17.Efecto de la temperatura de extracción en la recuperación de 0>20 pg/Kg de AP M1

en queso mediante extracción por UD. Las condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 g de

queso, 70 ml de triclorometano como solvente, extracción de 5horas y agitación a 150 rpm. En la figura

se muestran los porcentajes de recuperación medio (en cifras), máximo y mínimo obtenidos para cada

temperatura ensayada.
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Figura IVIS. Efecto del tiempo de extracción en la recuperación de 0>20 pg/Kg de AP M, en

queso mediante extracción por DO. Las condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 g de

queso,70 ml de triclorometanocomo solvente>extraccióna 37
0C y agitacióna 150 rpm. En la figura

semuestranlos porcentajes de recuperación medio (en cifras), máximo y mínimo obtenidos para cada

tiempo ensayado.
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Tabla IV.29. Efecto de la adición de solución preservadora (5 mí) a las muestras de queso, en

la recuperación de 0’200 pg/Kg de AP M2 mediante UD. Las condiciones de extracción fueron: 70 ml

de triclorometanocomo solvente>37 »C, 5 y 18 horasde extraccióny agitacióna 150 rpm.

Tabla JV.30. Porcentaje de recuperación de la técnica de UD para la extracción de AP Nl2 en

muestras de 50 g de queso (preparadas con 65 ml de solución de bicarbonato sódico y 5 ml de solución

preservadora)> contaminadas a una concentración de 0>100 pg/Kg. Las extracciones se realizaron

empleando70 ml de triclorometanocomo solvente,a 37 »C, durante18 horasy en agitacióna 150 rpm.

AP M, añadida AF M, detectada(73 Rango
Y» rec.W CV

ig/Kg ng pg/Kg ng pg/Kg ng

0,100 5’00 0>089 4>47 0>070-0>110 3>50-5>50 89>4 17>1 (n=5)

Tabla [‘1.31. Límite de determinación de la técnica de DV para la extracción de AP M2 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

y en agitación a 150 rpm.

AF M2 añadida AF M, detectada(73

Y» positivos Y» rec (73 CV (n=3)

pg/kg ng pg/Kg ng
0>040

0>060

0>080

0>100

2>00

3>00

4>00

5>00

0

0>054

0>075

0>082

2

2>69

3>75

4>10

3

33>3

99>9

99>9

8

89>6

93>7

82>0

4>7

11>1
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Pigura1V.19.Efecto dela temperaturadeextracciónenla recuperacióncte 0’20 pg/Kg de AP O,

(línea continua) y 0>20 pg/Kg de AF E, (línea discontinua) en queso mediante extracción por DV. Las

condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 g de queso> 70 ml de triclorometano como

solvente, extracción de 5 horas y agitación a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes de

recuperación medio (en cifras), máximo y minimo obtenidos para cada temperatura ensayada.
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Pigura IV.20. Efecto del tiempo de extracción en la recuperación de 0>20 pg/Kg de AF 01 (línea

continua) y 0>20 pg/Kg de AP E, (línea discontinua) en queso mediante extracción por DV. Las

condiciones de las experiencias fueron: muestras de 50 g de queso, 70 ml de triclorometano como

solvente> extracción a 37 »C y agitación a 150 rpm. En la figura se muestran los porcentajes de

recuperaciónmedio (en cifras)> máximo y mínimo obtenidosparacadatiempo ensayado.
Recuperaciónde AF 01 y AP El (%)
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Tabla IV.32. Efecto de la adición de solución preservadora (5 mí) a las muestras de queso> en

la recuperación de 0>200 pg/Kg de AP O, y 0>200 pg/Kg de AP E, mediante DD. Las condiciones de

extracción fueron: 70 ml de tricloronietano como solvente> 37 0C. 5 y 18 horas de extracción y agitación

a 150 rpm.

Preparación de

Ias muestras

Tiempo

(h)

AP aña-

dida (ng)

AP detectada(ng) AP

detecta-

da (~)

rec

(73

U experiencia
2a experiencia

Sin solución

preservadora

Con solución

preservadora

1

18

5

18

10>00 (O,)

10>00 (E,)

10>00 (0,)

10>00 (E,)

10>00 (0,)

10>00 (E,)

10>00 (0,)

10>00 (E,)

4>36

2>08

7>72

4>90

4>78

1>95

6>38

3>90

3>62

2>66

7>77

3>78

3>91

2>73

8>12

2>66

3>99

2>37

7>74

4>34

4>34

2>35

8>01

3>28

39>9

23>7

77>4

43>4

43>4

23>4

80>1

32>8

Tabla IV.33. Porcentajederecuperaciónde la técnicadeDD parala extraccióndeAP O, y AF E,

en muestrasde 50 g de queso(preparadascon 65 ml de soluciónde bicarbonatosódico y 5 ml de

solución preservadora)! contaminadas a una concentración de 0>100 pg/Kg de cada aflatoxina. Las

extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como solvente> a 37 »C, durante 18 horas

y en agitacióna 150 rpm.

AP añadida AP detectada(2) Rango

»/o rec.(73 CV

pg/Kg ng pg/Kg ng pg/Kg ng
0>11)0 (0,)

0>100 (E,)

5>00

5>00

0>073

0>065

3>66

3>25

0>056-0>079

0>058-0>073

2>81-3>95

2>93-3>66

73>2

65>0

16>0 (n=5)

7>3 (n=5)
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TablaIV.34. Límite de determinaciónde la técnicadeUD parala extracciónde AP O, y AP 13,

en muestrasde50 g de queso(preparadascon 65 ml desoí.debicarbonatoy 5 ml desoí.preservadora).

Las extracciones se realizaron empleando 70 ml de triclorometano como solvente> a 37 »C. durante 18 h

y en agitación a 150 rpm.

AF añadida AP detectada(73

Y» positivos Y» rec (73 CV (n=3)
pg/kg ng pg/Kg ng

0>040 (0,) 2>00 0>041 2>05 66>6 102>5

0>040 (E,) 2>00 0>039 1>98 99>9 99>2 4>7

0>060 (0>) 3>00 0>051 2>55 99>9 86>6 3>2

0>060 (13,) 3>00 0>056 2>78 99>9 92>6 2>5

0>080 (O,) 4>00 0>076 3>82 99>9 95>5 5>4

0>080 (B~) 4>00 0>059 2>96 99>9 74>0 4>2

0>100 (Ox) 5>00 0>080 4>07 99>9 81>4 3>1

0>100 (Br) 5>00 0>071 3>57 99>9 71>4 14>1
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Tabla [‘1.35.Resultadosdel cálculo del límite de detecciónde la DO para la extracción de

AFM,> AFO, y AF E, en queso. La tabla muestrael valor en ng con su media aritmética (73 y

desviaciónestandar(o)> obtenidos a partir de veinte muestrasde 50 g de queso comercial sin

contaminar con aflatoxinas (blancos) en las que se realizaba la extracciónmediante DO en las

condicionessiguientes:70 ml de cloroformocomo solventedeextracción>duraciónde la UD dieciocho

horasa la temperaturade 3700 y con agitación orbital de 150 rpm. La detección se efectuaba mediante

CCPAE> comprobandoel valor de R< de las aflatoxinaspatrón en el quese detectabael máximo de

fluorescenciaa 350 nm y realizandoel cálculo del valoren ng correspondientea la señaldetectadaen

eí mismopuntodeRf en lascallesde losextractosproblema.

1 0>23 1>04 0>04

2 0>24 0>44 0>14

3 0>24 0>86 0>29

4 0>23 0>96 0>23

5 0>22 0>22 0>16

6 0>99 0>09 0>06

7 0>53 0>18 0>15

8 0>52 0>18 0>10

9 0>57 0>11 0>16

10 1>30 0>16 0>15

11 0>66 0>18 0>14

12 1>23 0>69 0>40

13 0>06 1>03 0>22

14 0>22 1>51 0>29

15 0>27 0>18 0>10

16 0>40 0>74 0>19

17 0>48 0>20 0>18

18 0>13 0>15 0>05

19 0>23 0>47 0>09

20 0>10 0>08 0>07

Blanco (a) (b) (c)

0>442 0>473 0>160

o 0>349 0>408 0>089

(a) cantidaden ng en cadablancocorrespondientea la señalobtenidaen el valor de W del

patrón de AP M1 en el puntode máximafluorescenciadetectadoenla cromatoplaca.

(b) cantidaden ng en cadablancocorrespondientea la señalobtenidaen el valor de R1 del

patrón de AP O, en el puntode máximafluorescenciadetectadoen la cromatoplaca.
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(c) cantidaden ng en cadablancocorrespondientea la señal obtenidaen el valor de R1 del

patrón de AP 8~ en el punto de máxima fluorescenciadetectadoen la cromatoplaca.

Cálculo: L. D.z % + 3 x o

L. D.(AF M1)= 0>442 + 3 x 0>349= 1>489 ngquecorrespondena 0>0298pg/Kg.

L. D.(AF G3= 0>473 + 3 x 0>408= 1>697 ng quecorrespondena 0>03394g/Kg.

L. D.(AF B~)= 0>160 + 3 x 0>087=0>421 ng que correspondena 0>0084gg/Kg.

Figura IV.21. Cromatogramacorrespondientea extractosde quesoobtenidosmedianteDD> (1)

registro pertenecientea muestrasde quesocontaminadascon 0>06 ig/Kg de las añatoxinasM1, C~ y

B~, (2) registro de extractoscontaminadosa los quese añadiópatrón interno de las aflatoxinas.

mv

a
mm

40

20

G1 B1

58 68 78 80
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Figura 11/22. Esquemadel métododefinitivo de análisis de aflatoxinasen productoslácteus

medianteextracciónpor DV y detecciónpor CCFAE.
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IV> 5. RESULTADOSDEL DESARROLLO DE LA TECNICA DE MINI-

DD PARA LA EX1RACCIONDE AF M1 EN LECHE CON DETECCIONPOSTE-

RIOR MEDIANTE CCFAE

En relaciónal establecimientode las condicionesdedetección,seempleóel

sistemaaplicadoa los extractosde lecheobtenidosmedianteUD, esdecir, CCFAE

con un sistemade desarrollovertical y la mezclatriclorometano/metanol(95/5)

como solventede desarrollo.

Todaslaspruebasparala puestaapuntode la técnicademini-UD en leche

sehanrealizadoutilizando14 ml de triclorometanocolocadoen el interior de las

membranasdediálisis.Lasmuestras(10ml de leche)secontaminaronconsolución

de AF M1 en medioAM y en todoslos casosla velocidadde agitaciónempleada

durantela UD fue de 150 rpmy la temperaturade extracción37 »C.

El efectodel tiempo de extracciónen el porcentajede recuperaciónde

0>05 pg/l deAF M1 mediantemii-DU semuestraenla TablaIV.36 y en la Figura

IV.23, dondeseobservaquea partir de las 2 horasde extracciónel porcentajese

mantieneprácticamenteestable(50»/»).

Los resultadosde las pruebasrealizadaspara el cálculo del límite de

determinaciónde la técnicademini-UD conextraccionesdeunay doshorasapare-

cen en la Tablasl’V.37. En amboscasosel límite de determinaciónse fijó entre0>04

y 0>05 pg/l.

Tambiénserealizaronpruebasparacomprobarel efectodela contaminación

de las muestrascon soluciónde AF M1 en medio AM y acetonitrilo,realizando

extraccionesde 1 hora. Los resultadosaparecenen la Tabla 1’V.38, no habiendo

diferenciassignificativasentrelas dos formasde contaminaciónanalizadas.
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A partir de los resultadosobtenidoslas condicionesdefinitivas para la

realizacióndel métodoson las siguientes:

- Muestrasde leche de 10 ml.

- 14 ml de triclorometanoen el interior de una membranade diálisis de

20 cm de longitud.

- Tiempode extracciónde 2 horas.

- Temperaturade extracciónde 37 oc.

- Agitación a 150 rpm.

El protocolodefinitivo semuestraen la Figura IV.24.
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TablaIV.36. Influenciadel tiempode extracciónsobreel porcentajederecuperaciónde AP Nl2

en leche>empleandoel método de mini-DV como técnicade extraccióny CCFAE como sistemade

detección.Los experimentosserealizaronempleandomuestrasdeLeche de 10 ml contaminadascon un

nivel deAP Nl1 de 0>05 pg/l (correspondientesa 0>500 ng) y utilizando 14 ml de triclorumetanocomo

solvente.Las extraccionesse efectuarona 37 »C, 150 rpm y durante1> 2> 3>4 y 5 horas.

Tiempo

(h)

AF M1

añadida(ng)

(X) AF M1
detectada (ng)

Rango(ng) »/»rec. (%) CV

(n=4)

5

5

5

5

5

0>500

0>500

0>500

0>500

0,500

0>181

0>252

0>247

0>222

0>251

0>166-0>197

0>237-0>264

0>208-0>291

0>166-0>264

0>198-0>318

36’2

50>4

49>4

44>4

50’2

6>3

4>1

13>8

16>4

19>9

Pigura lXt22. Influenciadel tiempo de extracciónen el porcentajede recuperaciónde AP M1

enmuestrasde 10ml delechecontaminadasa un nivel de0>05 pg/l y realizandolaextracciónmediante

mini-VV. Las extraccionesse llevarona caboa 37 »C> con agitacióna 150 rpm y empleando14 ml de

triclorometanocomo solvente.En la figura se expresael porcentajede recuperaciónmedio (valor en

cifras)> mínimo y máximoobtenidoen 4 experiencias.

Recuperaciónde AP Ml (%)
IDO

80

60

40

20

o
0 1 2 3 4 5

Tiempo (horas’
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Tabla lV.37. Cálculo del limite de determinaciónde la técnicade mini-DV para la extracción

de AP M, en leche.Paralas pruebasse tomaronmuestrasde 10 ml de lechecontaminadascon 0>03>

0>04, 0>05,0>08 y 0>10 ~g/l de AP M, (correspondientesa 0>3> 0>4, 0>5, 0>8 y 1>0 ng). Lasextraccionesse

realizarona 37 »C, durante1 y 2 horas>a 150 rpm y empleando14 ml de triclorometanocomo solvente

de extracción.

Extracciónde 1 hora

AP Nl, añadida AP Nl, detectada(73

(ng) (pg/l) Y» Positivos (ng) (pg/l) Rango (ng) 0/» rec. (73 CV

(n=4)

0>300 0>030 - - - - - -

0>400 0>040 50 0>168 0>016 0>147-0>189 42>0 -

0>500 0>050 100 0>181 0>018 0>166-0>197 36>2 6>3

0>800 0>080 100 0>250 0>025 0>184-0>300 31>2 16>9

1>000 0>100 100 0>304 0>030 0>270-0>333 30>4 7>6

El valor medio de AP M1 detectado>el rangoy el valor medio del porcentajede recuperación

~stánreferidosa los experimentoscon resultadospositivos.

Extracciónde 2 horas

AP M1 añadida AP M1 detectada(73

(ng) (-‘g/l) 0/» Positivos (ng) (pg/l) Rango (ng) »/» rec. (73 C’1

(n=4)

0>300 0>030 - - - - - -

0>400 0>040 50 0>206 0>020 0>198-0>214 51>5 -

0>500 0>050 100 0>252 0>025 0>237-0>264 50>4 4>1

0>800 0>080 100 0>406 0>040 0>377-0>443 50>7 6>1

1>000 0>100 100 0>597 0>059 0>495-0>690 59>7 12>0

El valor medio de AF M, detectado,el rangoy el valor medio del porcentajede recuperación

±stánreferidosa losexperimentoscon resultadospositivos.
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Tabla¡‘1.38. Efecto del tipo de soluciónde AP Nl, utilizado para la contaminaciónde muestras

de 10 ml de leche al nivel de 0>050 pg/l (correspondientesa 0>500 ng de aflatoxina).La extracciónse

realizó mediantemini-UD duranteun periodo de 1 hora a 37 0C y 150 rpm> empleando14 ml de

triclorometanocomo solvente.

AP M
1 añadida

(ng)

(~) AP M1 de-

tectada(ng)

‘>/» rec. (%) CV

(n~3)

AF M1 en 0>500 0>165 33>0 5>8

medio AM

AF M1 en 0>500 0>180 36>0 ¡ 2>6

acetonitrilo
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IV. 6.DETERMINACION DE AF M1 EN LECHECOMERCIAL MEDIAN-

TE EXTRACCION PORDD Y DETECCION POR CCFAE

Todas las extraccionesrealizadasen esteestudio se han llevado a cabo

empleandolas condicionesdefinitivas del métodode DD para la extracciónde

AP M1 enleche:muestrasde50 mí, 70 ml detriclorometanocolocadoenel interior

de unamembranade diálisis de 60 cm, extracciónde 5 horas,a 37
0C y 150 rpm.

En la FiguraIY.25 semuestranlos resultadosglobalescorrespondientesal

análisisde100 muestrasde lechecomercialcorrespondientesa 50 lotesdiferentes.

El porcentajede muestraspositivas fue del 14%, aunqueen un 3”/~ de ellas la

cantidadde AF M
1 detectadase encontrabaen el intervalo correspondienteal

límite de determinaciónestablecidopara la técnica. En aquelloslotes en que se

detectaronmuestraspositivas,la AP M1 aparecióen todos los casosen las dos

unidadesanalizadas.Es de destacarque en los análisis efectuadossobre leche

pasterizadasólo aparecierondos muestraspositivas(pertenecientesal mismolote

y a la marca de mayor distribución) cuyo contenidoen AP M1 fue de 0>020 y

0>025 pg/l. Por otro lado, no sedetectóAF M1 en ningunade las 12 muestrasde

lechesemidesnatadaUHT analizadas.

La Figura IV.26 presentalos resultadosdel muestreoen función de la

cantidad de AP M1 detectada.Asimismo, en la Tabla IV.39 se muestranlos

resultadosobtenidospara cadamuestraanalizada,tanto en cantidadde AF M1

detectadacomo cantidad estimadasegún el porcentajede recuperaciónde la

técnica (96’3%). El valor medio de AIF M1 detectadacorrespondea 0>026 pg/l,

siendoel rangoentre0,018 y 0>042 pg/l.

En la Tabla IV.40 se presentanlos resultadosagrupandolas muestrasen

función de la fecha de adquisición.Como puedeobservarse,la distribución de

muestraspositivasfue bastantehomogéneaa los largo del estudio,destacándose

tan solo la ausenciade muestraspositivasen los lotesanalizadosen el mes de

marzo. Por otro lado, en la FiguraIV.27 aparecenlos resultadosobtenidospara
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cadafabricante,expresadoscomoporcentajedemuestraspositivasconrespectoal

total de positivosdetectadosy comoporcentajede muestraspositivasdentrodel

total demuestrasanalizadasdecadafabricante.Tambiénseexpresael valor medio

de concentraciónde AF M1 encontradoen cada marca analizada.De las once

marcas analizadassólo aparecieronmuestras positivas en cuatro de ellas,

correspondiendoel 57»/» de las muestraspositivasy las denivel de contaminación

másalto al mismo fabricante.

Finalmente,la Figura IV.28 incluye varios cromatogramasen los que

aparecenmuestraspositivasy negativas.
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Pigura l’1.25. [ncidencia deAP M, en 100 muestrasde lecheadquiridasen un establecimiento

de Madrid y analizadasmedianteextracciónpor VV y deteccióny cuantificaciónmedianteCCFAE. Las

condicionesde extracciónfrieron: 70 ml de triclorometanocomo solvente>37 »C, 5 horasy agitacióna

150 rpm.
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cuanrificación
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Figura11./.26. Distribución de las muestrasanalizadasen función del nivel de AP M1 detectado

(pg/l).
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Tabla[‘1.39.Presenciade AP M, enlechecomercial(50 lotesdiferentesy dosunidades

por cadalote)> analizadosmedianteextracciónpor DV y detecciónmedianteCCFAE. La tablamuestra

las cantidadesdeAP M1 detectadasy su mediaaritmética(73 en pg/l así como la cantidadde AP Nl,

estimaday su mediaaritmética(73 en pg/l> tomandocomo porcentajede recuperaciónde la técnicade

DD el valor 96>30%. Las muestrasseexpresancon un númerocorrespondientea la fase del muestreo

y una letra quecorrespondea cadamarcaanalizada.

AF Nl, (9g/l)

Muestra Detectada Estimada

lA -

IB -

IC -

ID -

lE -

IP -

10 0>032

0>018

0>033

0>019

iR -

11 —

2A -

2B -

2C -

AF Nl1 (pg/l)

Muestra Detectada Estimada

2V -

2E - -

2F - -

20 0>028

0’042

0>029

0>043

2H 0>024

0>032

0>025

0>033

21 -

3A - -

38 - -

3C - -

3D - -

3E -

3F -
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Tabla 11/39. continuación.

AF Nl1 (pg/l)

Muestra Detectada Estimada

3G - -

3J -

4A - -

48 - -

4C - -

4V - -

4E - -

41: - -

4G 0>018

0>018

0>019

0>019

41 - -

4J - -

SA -

58 - -

AP M, (iag/l)

Muestra Detectada Estimada

SC - -

50 - -

51: - -

SC 0>022

0>037

0>023

0>038

5K 0>022

0>028

0>023

0>029

6A - -

68 0>020

0>025

0>021

0>026

6C - -

6V - -

61: - -

6C - -

6J - -

6K - -

Media 0>026 0>027
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Tabla [‘140. Presenciade AF M1 enmuestrasdelechecomercialagrupandolosresultadossegún

Ja fecha de compra del producto. Las extraccionesse realizaron medianteDD en las condiciones

siguientes: 37
0C, 5 horas, 150 rpm y empleando70 ml de tnclorometanonomosolvente.La detección

y cuantificaciónse llevó a cabopor GCFAE.

Fecha N0 de muestras % de positivos X AF M
1 (pg/1)

Enero 18 11’1 O’025

Febrero 18 22’2 O’031

Marzo 16

Abril 18 11’1 O’O18

Mayo 14 28’6 0>027

Junio 16 12’5 O’022

Figura IV.27. Presenciade AF M1 en muestrasde lechecomercial agrupando

segúnlas distintasmarcasanalizadas.

los resultados

o

Fabricante (n~ de muestras
[1(4> 1<6) J <6>

analizadas)

Resultados168

loo

80

60 -

40 —

20 -

z

E

=Por cenlaje de nuestras positivas on respec¡o al total de positivos detectados.

Porce otaj e de tuuestTas positivas detec!adas. con respee lo a aSifluestras

analizadas de rada fabuicanie.

r2 VaICT medio de AF M en Las muestras positivas-

%# .4 .4

%.4 .4

%t .4

.4 .4 .4

0,05

— 0 04

— 0,03

— 0,02

— 0.01

o
K (4)



Figura IV.28. Gromatogramascorrespondientesa extractos de leche comercial obtenidos

mediante DD. En (a) aparecencallescorrespondientesa extractosnegativos-1-,positivos-2-y callescon

patrón interno-3-(extractoproblema÷sol.patrónde AF M,>. En (b) aparecencallescorrespondientesa

extractospositivos-1-,calLescon patrón-2-y callescon patróninternu-3-.En (c) apareceel resultadode

ia lectura de una cromatoplacaen la quetodos~osextractosfueron negativosy unacalle con patrÓr

nternu—1—.
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IV. 7. RESULTADOS DE LA VALIDACION DE LA TECNICA DE DD

DESARROLLADA PARA LA EXTRACCIONDE AF M1 EN LECHE EN POLVO,

MEDIANTE EL EMPLEO DE MATERIALES DE REFERENCIA

En la Tabla IV.41 semuestranlos resultadosobtenidosen la extracciónde

AF M1 en los materialesempleados(n
0 282, 283, 284 y 285), expresadoscomo

cantidad bruta en ng. como concentraciónen pg/Kg e indicandoel rango de

concentracióndetectado,el error estándar(FE) y el coeficientede variación(CV)

correspondienteal númerodeexperimentosrealizados.Enlasexperienciasllevadas

a cabocon los materialesn0282y 283 no se detectóAF M
1.

Entodoslos casoslasextraccionesserealizaronempleandolas condiciones

óptimasdelmétododesarrolladoparala lecheenpolvo: 6’25 gde muestradisuelta

en 50 ml de agua destilada,70 ml de triclorometanoen el interior de una

membranade diálisis de 60 cmde longitud y extraccióndurante5 horas,a 37
0C

y 150 rpm.

Enla Tabla IV.42 aparecenlos resultadoscorrespondientesa los materiales

n”284 y 285, expresadoscomoel valor mediode AF M~ detectadoen pg/Kg con

los límites del intervalo correspondientea un grado de confianza del 95%.

Asimismo, se muestranlos resultadoscorregidosen función del porcentajede

recuperaciónestimadoparala técnicaen los nivelesde contaminacióncorrespon-

dientes(82% paraO’40 gg/Kgy 73% paraO’80 pg/Kg), expresandolos resultados

de la mismamanera.

Finalmente,la Tabla IV.43 presentalos resultadosde las dos pruebas

especificadaspor el BCR para la validación de técnicasanalíticas a partir del

empleo de materiales certificados. Los resultadosson válidos para los dos

materialesutilizados(n0284y 285).

La FiguraIV.29 incluye cromatogramascorrespondientesa extractosde los

cuatromaterialesempleados.
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TablaIV.41. Resultadosde las pruebasrealizadas paratavalidaciónde la técnicade extracción

de AF M1 medianteOD enmateria]de referencia.Las extraccionesse Jjevarona cabocon muestrasde

6’25 g de los materialesde referenciasuministradospor el BCR (n
0 282,283,284 y 285>,quese disolvían

en 50 ml de agua destilada. Las condicionesde UD fueron: 37 0C, 5 horas,150 rpm y 70 ml de

triclorometanocomo solvente.En la tablase expresala cantidadmedia de AP M
1 detectada(en ng y

pg/Kg), el rango(.ig/Kg), el errorestandary el coeficientedevariacióncorrespondienteal númerode

experienciasrealizadas.

Material

de el BCR

n Contenidode

AF M1 (gg/Kg)

AP M,

detectada(1) Rango

(pg/Kg>

EE CV

pg/Kg ng

282

283

284

285

6

6

6

6

cO’O5O

O’090 ±O’04/-O’02

O’310 ±O’060

0760 ±O’050

Q

Q

Q’318

O’624

1

1

1’992

3’900

O

O

O’305-O’331

0’526-O’691

O

O

O’005

O’026

3

31

1O’3

n: numero

EF: error estandar

de experiencias

TablaIV.42. Resultadosde las pruebasrealizadasparala validación de la técnicadeextracción

de AP M1 medianteUD en materialde referenciasuministradopor el BCR (n
0 284 y 285). En la tabla

se expresanlos resultadosobtenidoscomo el valor medio en pg/Kg con el intervalocorrespondiente

a un gradode confianzadel 950/o. Los resultados se presentancomo cantidadmedia detectaday como

cantidadmediacorregidasegúnel porcentajederecuperaciónde la técnicade DD paralos nivelesde

contaminacióndeO’40 pg/Kg -82%-y O’80 ~ig/Kg -73%-(parael materialn0 284 y 285 respectivamente>.

n material Contenidode AP M
1

(valor certificado±IC

del 950/o) en iig/Kg

AP M1 detectada

±IC del 95O/~)

en pg/Kg

O/o de rec.

aplicado

AF M1 estimada

(~ ±IC dcl 95%)

en pg/Kg

BGR n
0284 (7310±O’O6O O’318 ±O’012 82’O 0387 ±O’012

BCR n0285 0’760 ±O’050 O’624 ±O’053 73’O Ú’854 ±01)53

IC: intervalo de confianza

Resultados171



Tabla IV.43. Resultados de las das pruebas de validación de técnicasde análisisespecificadas

por el BCR para su comprobaciónmediantelos materialescertificados: (1) cl error estandar(FE) del

valor medio de recuperaciónde ¡atécnicadebesermenorquela desviaciónestandarobtenidaparael

material de referencia (oc), (2) el valor medio de recuperaciónde la técnica (X) en pg/Kg debe

encontrarseen el intervalocuyos limites sont <}ig/Kg} t 2a~.

Material

delaBGR ysg/Kg

~
~ig/Kg LE

(1) (2)

~-2~c~<%* 2c.

n0 284

n0 285

O’310

O’760

01)85

01)63

O’387

O’854

O’005

O’026

01)05 <O’085

O’026 c O’063

(j’140 < (1387 < (0480

(0634 < O’854 < (J’886

Figura [V.29. Cromatogramascorrespondientesa extractosde los distintos materiales de

referenciaobtenidosmedianteDO.

a: Cromatogramaobtenidoa partir delos extractosde los materialesn0 282 (1) y 283 (II). Las

calles[1’ y [IP correspondena patronesinternosde los mencionadosextractos.

1 ¡

mv —J*—-—----——----~ —ziz7zÁ~-I
fa’ ¡ ¡II ~

¡:

A.—’-___ _________

¡ ¼

—. ¡ _______

1 ~.4———~’——.~v —____________________

mm ¿Li 40 a’
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b: Gromatogramacorrespondientea un extractode materialn0 284.

mv

49

¿fi-

rnmj~

y

40 68

e: Gromatugramacorrespondientea unextracto deL materia[ n0 2S5.

mv

Ge-

2W
2

-y-
j

mm
36 613
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y. 1. CONSIDERACIONESINICIALES SOBRELAS DISTINTAS TECNI-

CAS DE DD DESARROLLADAS

y. 1. 1. Discusióndel materialy métodosempleados

y. 1. 1. 1. Elección de las aflatoxinas

Comoya hemosseñaladoen la introducción,la AF M1 esla aflatoxinaque

puedeaparecerconmayorfrecuenciaenla lechey susderivados;porello, el objeto

principal del presentetrabajo ha sido el desarrollode una técnica nueva de

extraccióndeestatoxina endistintosproductoslácteos.Paralos estudiosiniciales

sedecidióemplearla leche,debidoaqueesel alimentoenel quela contaminación

por AF M1 revistemayor importancia [Blanco y col., 1989a; Van Egmond, 1989a, 1991],

siendoademásel sustratosobreel que sehanpuestoa punto la mayor partede

lasmetodologíasde análisis [Stubblefield y Van Egmond,1989]. No obstante,y dadoque

las propiedadesfisicoquímicasde las aflatoxinasG1 y B1 son muy similaresa las

de la AF M1, se decidió comprobartambién la efectividadde la metodología

desarrolladapara su extracción a partir de los mismos alimentos.Estas dos

aflatoxinaspuedenapareceren productoslácteos,fundamentalmentequeso,por

contaminacióndirectade los mismoscon hongosaflatoxigénicos,aunquetambién

esposibleencontrarenocasionestrazasde la AF B1 en lechey otros productosal

ser excretadasin habersufrido transformaciónmetabólica [Blanco y col.,1989a;Van

Egmond,1989a,1991].

y. 1. 1. 2. Preparaciónde los patrnnesy sistemasdecontaminaciónde los

substratos

Las solucionespatrónde cadaaflatoxinautilizadasparala preparacióndel

restode solucionesdetrabajosehanelaboradoentriclorometanopor tratarsedel

solventemásadecuadoparala aplicaciónde técnicasde CCF. Asimismo,setrata

deun solventeampliamenteutilizadoen los estudiosconaflatoxinas,ya queestas

sustanciasen solución de triclorometanose mantienenestablesdurantelargo
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tiempo [Gauch y col., 1979;Tripet y col., 1981a; Chang y de Vries, 1983; Tyczkowska y col., 1984;

Serraiheiroy Quinta, 1985; Kamimura y col., 1985]. Las solucionespatrón se calibraban

medianteespectrofotometría,siguiendoel métodooficial de la AOAC [Scott,1990a],

puesestácomprobadoqueestassolucionespuedenconstituir unafuentede error

en los estudiossobretécnicasanalíticas[Horwitz, 1984].

En el presentetrabajoseha dadogranimportanciaal efectode la forma de

contaminaciónde las muestrasen la efectividadde la técnicaen estudio.Estees

un factor que ha sido tratado en varios trabajos sobre la estabilidad de las

aflatoxinas durante la elaboracióny conservaciónde los productos lácteos,

obteniéndoseen algunoscasosresultadosdiferentesen función de la forma de

contaminaciónempleada[Kiermeier y Mashaley,1977;Wisemany Martb,1983a;Yousefy Marth,

1989;Blanco y col., 1989a]. En cambio,en la mayoríade los estudiossobreel desarrollo

de técnicasanalíticasa partir de muestrascontaminadasartificialmente,la forma

de contaminaciónno ha recibido atención especial,empleándosenormalmente

solucionesde aflatoxinasen solventesorgánicos,sobretodo triclorometano[Gauch

y ccl., 1979; Tripet y col., 1981a; Chang y de Vries, 19831, la mezclabenceno-i-acetonitrilo

[Stubblefield, 1979] o acetonitri]o+agua[Cohen y ca]., 1984]. No obstante,en algunos

trabajosse ha procedidoa la contaminaciónde productoslácteoscon soluciones

acuosas[Megafla y Hafez,1982] y en estudiosrealizadosen nuestrolaboratorioseha

empleadosolucióndebicarbonatosódicoparala contaminacióndelechedestinada

a la elaboraciónposteriorde yogur y queso[Blanco y col., 1988a,1993]. Además,hay

autoresqueempleanla contaminaciónconsolucionesde aflatoxinasensolventes

orgánicosdirectamenteen los extractosfinales obtenidostras la extracción y

purificación [Howell y Taylor, 1981].

El sistemade contaminaciónempleadoen estetrabajoha sidodiferenteen

el casode los alimentosliquidosy sólidos.En estesentido,la contaminaciónde la

leche en polvo y del quesoseha efectuadocon solucionesde las aflatoxinasen

triclorometano,mientrasque en el casode la leche y el yogur la mayoríade las

pruebassehanrealizadoutilizandoparala contaminaciónunasoluciónacuosade

las aflatoxinas.
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Comoya hemosseñaladoanteriormente,las primeraspruebassellevaron

a caboempleandola lechecomosubstrato.La elecciónde lecheenteraesterilizada

IJHT sebaséen suprolongadoperiodode conservaciónya quetodoslos estudios

iniciales se realizaroncon leche procedentede un mismo lote. Asimismo, la

posibilidadde conservaren refrigeraciónel productounavez abiertoduranteal

menostresdíashacíaposiblesuempleoenanálisissucesivosconla garantíadeno

habersufrido alteraciones.La contaminaciónse llevó a cabo con una solución

acuosade las aflatoxinas,de forma que no se produjeraninterferenciasen los

resultadosde la UD motivadaspor la presenciadesolventesorgánicosen la leche,

aúnenpequeñascantidades.La eleccióndelmediodecultivo de hongosAM LAdye

y Mateles,19641parasolubilizarlasaflatoxinassehabasadoenestudiosdesarrollados

en nuestrolaboratorioen los queseha comprobadola estabilidaden congelación

de las aflatoxinassolubilizadasen estemedio, a valoresde pH entre3’5 y «5 (su

valorde pH normales4’5), al menosduranteun mes[Liria, 1992]. En estosestudios

también se comprobó que la capacidaddel medio AM para solubilizar las

aflatoxinasG1 y B1 adsorbidasal vidrio noesmuy elevada;no obstante,dadoque

en nuestrotrabajola concentraciónnecesariade aflatoxinasen la soluciónacuosa

eramuy reducida,no existíaningúnproblemaparaconseguirla solubilizaciónde

estastoxinasempleandoestemétodo.En las investigacionesrealizadaspor Liria,

no se estudióla capacidaddel medio AM para la solubilizaciánde la AF M1,

aunquea lo largo de la realizaciónde estetrabajohemospodidocomprobarque

enel casodeestaaflatoxinala capacidadde solubiizacióneraligeramentemenor

a la de las aflatoxinasG1 y B1. Este hechopuedecoincidir con los resultadosde

Rodricks [1969]sobrela adsorciónde las aflatoxinasG1 y B1 al vidrio, ya queeste

autor encontró una mayor capacidadde adsorciónpara la AF G1, pudiendo

suponersequeen el casode la AF M1 estevalor fuera superiordada la mayor

polaridadde la molécula.

Porotraparte,tambiénserealizaronexperienciascontaminandola lechecon

solucióndeaflatoxinasen acetonitrilo,solventeorgánicomiscible conagua,conla

finalidadde comprobarsi existíandiferenciasenla recuperaciónde lasaflatoxinas

mediantela técnicade DD. Los resultadoshanmostradoun menor porcentajede
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recuperaciónen el caso de la contaminaciónde la leche con solución de las

aflatoxinas en acetonitrio (10-25% segúnel nivel de contaminación),lo cual

confirmala necesidaddeconsiderarel tipo decontaminacióncomoun factor que

puedeinfluir de forma importanteen los resultadosde los estudiossobretécnicas

analíticas.

Unavez desarrolladala metodologfadeDD parala extraccióndeaflatoxinas

en lechesecomprobaronlos distintosparámetrosenel restode productoslácteos

elegidos(lecheen polvo, yogur y queso),con el fin de abarcarmatricessólidasy

líquidasde característicasdistintas.

Parael desarrollode la técnicaaplicadaa lecheenpolvo seeligió unamarca

al azar,adquiriendoun envasede 1 Kg, de forma que todas las experiencias

pudieranrealizarsecon el mismo lote de producto.Este alimento, conservado

segúnlas indicacionesdel fabricante,no mostróen ningún momentosignosde

alteraciónni especialmentede contaminaciónde origen fúngico.

La contaminaciónde la leche en polvo serealizó sobreel productosólido

sin reconstituirmediantela adicióndeun volumende solucióndecadaaflatoxina

en triclorometano,por tratarsede un solventevolátil que podía eliminarsedel

substratosólido fácilmentea temperaturaambiente.No obstante,paraasegurarla

total eliminacióndel triclorometano,secalentaronlas muestrascontaminadasen

un horno a 65 oc durante15 mm.

En el casodel yogur se hicieronpruebaselaborandoesteproductoen el

laboratoriosegúnlLa metodologíaempleadaen los estudiosde Domínguezy col,

[1987],a partir de lechecontaminadaconaflatoxinas,conobjetodeconseguiryogur

contaminadode la maneramássimilar a comose presentade forma natural.En

estesentido,endiversostrabajosseha demostradoqueel procesode elaboración

delyogurno influye en la estabilidadde la AF M1 [Wisemany Mart, 1983b;Frémyy Chu,

1984; Blanco y col., 1993], si bien los resultadospara la AF G1 y AF B1 son contradicto-

rios [Megalla y Hafez,1982;Rasic y col., 1991;Blanco y col., 1993]. Porestemotivo, sedecidió
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realizarexperienciascontaminandocon las solucionesde aflatoxiriasen solventes

orgánicostanto la lecheconla queseelaborabael yoguren el laboratoriocomoel

yogur comercial.

Finalmente,la eleccióndel quesocomosustratoparael desarrollode una

técnica de DD se realizó teniendo en cuentaque es el producto que más

dificultadespresentaparala extracciónde las aflatoxinas,debidoasucomposición

y característicasfísicas. Por otra parte, y aunquees posibleencontrarpequeñas

trazasde AF E1 en leche y otrosproductosdebidoa contaminaciónindirecta,ese]

quesoel derivadolácteoen el que tiene interésel análisis deaflatoxinasdistintas

a la AF M1, por tratarsedel productomás susceptibledepresentarcontaminación

directapor AiF B1 y AiF G1 [Bullerman, 1981;Medinay col., 1984;Blanco y col., 1989a,b~.

Parael presenteestudioseeligióunamarcadequesomanchegosemicurado

de amplia distribución,por corresponderaunavariedadintermediadentrode los

diferentestipos de quesoy encontrarsehabitualmentepresenteen el comercio.El

producto se adquirió en cantidadesno superioresa 500 g con objeto de no

mantenerloconservadomuchotiempopor el riesgodecontaminaciónfúngicaque

estosuponía.Otro aspectoqueha influido en la eleccióndel quesoManchegoes

quesetrata de unavariedadde elevadoconsumoen nuestropaís.

La contaminaciónde las muestrasserealizóconsoluciónde aflatoxinasen

triclorometano,formaelegidaparalos alimentossólidosempleadosenesteestudio.

Al igual queocurríaconla lecheenpolvo, lasmuestrassecalentabanenun horno

a 65
0C durante15 mm, conobjetodefavorecerla eliminaciónde la mayor parte

del solvente(ya queenestecasosepodíaesperarsudisoluciónparcialen la grasa

delqueso)y tambiénparaablandarla muestray facilitar supreparaciónposterior.

En la mayoríade los estudiossobrela aplicaciónde técnicasde análisisdeAF M
1

en quesoesteproductoha sidoelaboradoapartir de lechecontaminadadeforma

naturalo artificial [Domínguez y col., 1987;Blanco y col., 1988a;Yousefy Marth, 1989]. De esta

maneraera de esperaruna distribución homogéneade la toxina en el queso

preparado,tal como sucedede forma natural. En el caso de la contaminación
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directa por AF B1 y AF G1 el crecimiento de los hongos suele ocurrir en la

superficiedelqueso,no apareciendolas aflatoxinasdistribuidashomogéneamente

en todo el productosino limitadasa la zona de crecimientodel micelio y en un

espesorvariablesegúnlos estudiosde distintos autores[Licy Marth, 1967; Kiermeier y

Bebringer,1977;Blancoy col., 1988aJ.En estesentido,el métododecontaminaciónelegida

en nuestroestudioseaproximamás a lo quesucedecon las aflatoxinasG1 y B1,

aunquela forma de contaminaciónse ha basadoen los objetivos propuestos,es

decir, comprobarla posibilidad de la aplicaciónde una técnica de DD para la

extracciónde aflatoxinasen queso.Por estemotivo, los resultados,fundamental-

mentepara la AV M1, podríanvariar ligeramenteal aplicar la técnicaen quesos

elaboradosconlechecontaminadadeformanatural,dondeademásun factorque

influye en la recuperaciónde la toxina es la unión a las caseínasde la leche

[Stubblefield y Shannon,1974;Bracketty Marth, 1982a].

y. 1. 1. 3. Elecciónde la membranade diálisis

El tipo de membranaseha seleccionadoen función de la técnicade DD y

conformealasinvestigacionespreliminaresrealizadasennuestrolaboratorio(datos

no publicados).Debidoaquela DV hasidoideadaparala extraccióndesustancias

de bajo pesomolecular, se ha elegido una membranasemipermeablecon un

tamañodeporoaproximadode 10.000Da, deformaquela mayoríadecompuestos

de alto pesomolecularquedaranretenidosen la fase acuosa.Entre los tipos

disponibles se ha seleccionadouna membranade celulosa regeneradamuy

resistentea la acciónde los solventesorgánicos.

V. 1. 1. 4. Eleccióndel solventede extracción

La eleccióndel triclorometanocomosolventedeextracciónenel desarrollo

de las distintastécnicasde DD presentadasen estetrabajosedebea quese trata

de uno de los solvente más utilizados en las metodologíasde análisis de

aflatoxinas en productos lácteos [Purchase y Steyn, 1967; Tuinstra y Bronsgeest,1975;

Stubblefield,1979;Fukayamay col., 1980;Tripet y col., lQSla;Changy deVries, 1983,Domínguezy col.,
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1987], habiéndosecomprobadosu eficaciapara la extracciónde estassustanciasy

fundamentalmentede la AF M1 [VanEgmondy Wagstaffe,1986]. Laspruebasprelimina-

res realizadasconestesolventemostraronresultadosmássatisfactoriosqueconel

empleo de otros compuestoso susmezclas-acetonitrilo, acetonay mezclasde

triclorometanocon acetonao nietanol-(datosno publicados).

No obstante,tambiénseensayóel empleodeacetatodeetilo comosolvente

deextracciónconla finalidad decomprobarsu rendimientoenunaposibletécnica

de multiextraccióndemicotoxinasya que se tratadel solventedeelecciónparala

extracciónde patulinay ocratoxinaA mediantela técnicade DD [Domínguez y col.,

1992; Prietay col., 1992, 1993J.

lina ventajadel empleodel triclorometanocomosolventede extracciónes

que se trata de un compuestocompatible para la deteccióny cuantificación

posteriormedianteCCFAE. Con ello se evita la concentracióna sequedadde los

extractospara su redisoluciónen otro solventemás adecuado,con las posibles

pérdidaspor adsorciónal vidrio o formación de residuosinsolubles que ésto

conileva.Esteproblemasehapresentadoduranteel desarrollode la técnicadeDD

parael análisisde patulina,produciéndosepérdidasentreun 6 y un 13~/~ IPrieta,

1993].

y. 1. 1. 5. Elección del sistemade detecciónpor CCFAE

La elecciónde la técnicaparala separacióny detecciónde las aflatoxinas

presentesen los extractosha estadocondicionadapor el equipamientode que

disponianuestrolaboratorio.Noobstante,las técnicasdeCCFpresentanunaserie

de ventajas-sencillez,rapidez y economía-que las hacíanadecuadaspara los

objetivosestablecidos.Además,enel casode lassustanciasfluorescentescomolas

aflatoxinas,la sensibilidadque sealcanzacon las técnicasde CCF es similar a la

obtenidamedianteCL [Shotwell, 1986b

La elección de un sistemade CCFAE se ha debidoa su mayor poderde
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resolucióncon respectoa la CCF convencional.La CCFAE se caracterizapor la

utilización de cromatoplacasmáspequeñas,elaboradascon partículasde gel de

sílice de menor tamaño y dispuestasde forma más compactaque en las

cromatoplacasnormales.De esta forma se consigueuna mayor resoluciónal

separarsemejor las sustanciasentre sí y emitir una fluorescenciamás intensa

[Shotwell, 1986].

Una vezdecididoel empleode la CCFAE sehicieronensayoscon cámaras

de desarrollohorizontaly verticalconobjetodeelegirel sistemadedesarrollomás

adecuado, consiguiéndoselos mejoresresultadosconel sistemavertical. Aunque

lasventajasdel sistemahorizontaleranla mayorrapidezdeldesarrolloy el empleo

de volúmenesmuyreducidosdesolventeno seconseguíala resoluciónadecuada,

debidoquizáal pocotiempoenel quese completabael desarrolloconestesistema.

Otro factorcromatográficoestudiado,ya queinfluye de forma decisivaen

la emisiónde fluorescenciapor las aflatoxinasretenidasen el soportede gel de

sílice, es la naturalezade la fasemóvil utilizada [Blanc, 1979]. En las experiencias

preliminaresse emplearonmezclasde solventesorgánicosrecomendadaspor

diversosautores[Jacquety col., 1971; Gimeno,1979;Domínguezy ccl., 1987; Scott, 1990aJ.Las

mezclastriclorometano/acetona(176/24)y triclorometano/acetona/isopropanol

(170/20/10)no hanservidoparasepararlas tresaflatoxinasdeformaadecuadaen

ningunode los casos.La eleccióndela mezclatriclorometano/metanolendistintas

proporciones,a pesarde no ser un solventemuy utilizado en las técnicasde CCF

desarrolladaspara productoslácteos,se ha debidoa que algunosautoreshan

comprobadola eficaciadel metanol en proporcionesbajaspara incrementarla

fluorescenciadelasaflatoxinas[Blanc,1979;Chang-Yenycol.,1984].Concretamente,Blanc

[1979] propone como solvente de desarrollola mezcladiclorometano/metanol

(95’5/O’5) para la separaciónde las aflatoxinas B~ y G1, siendorecomendable

aumentarla proporciónde metanolhastaun5% enel casode la AF M1, al tratarse

deunasustanciamáspolar.En nuestrotrabajohemospodidocomprobarquecon

la mezcla triclorometano/metanol(95/5) se conseguíala separaciónde las tres

aflatoxinasdel restodesustancias,ademásdefavorecersela detecciónde la AF M1,
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cuyaintensidadde fluorescenciaconlasotrasmezclasempleadaseraconsiderable-

mentemenor.La elecciónde la mezclaen la proporción95/5 seha basadoen los

estudiosdeJacquety col. [1971]sobrela influenciade distintasfasesmóvilesen la

separaciónde las aflatoxinas M1, G1 y B1 de otras sustanciasfluorescentesen

diferentesalimentos.El únicocasoenel quehasidoprecisorealizarmodificaciones

del solventede desarrolloha sido en el queso,dondela presenciade sustancias

interfirienteseramayor.No obstante,al aumentarlaproporcióndemetanol(90/10

en lugarde 95/5) seconsiguióla resoluciónadecuada.

Asimismo,y a pesarde queen la mayoríade los trabajosconsultadosla

longitud de onda empleadapara la excitación de las aflatoxinases de 366 nm

[Gatichy cci., 1979;Tripet y col., 1981a;Mortimer y col., 1987;Domínguezy col., 1987], ennuestro

caso y tras realizar numerosasdeterminacionesa distintas longitudesde onda

variandolascaracterísticasdesensibilidaddeldensitómetro,los mejoresresultados

paralas tresaflatoxinassehanobtenidorealizandolas lecturasa 350 nm.

V. 1. 1. 6. Observacionesgeneralessobreel método

A constinuaciónse revisanalgunasconsideracionesrelacionadascon la

metodologfa utilizada:

- Los resultadosde experienciaspreliminaresparacomprobarla influencia

del tamañode los matracesen la eficacia de la DD demostraronque no había

diferencias significativas entre el empleo de recipientes de 500 ó 1000 mí,

recuperándosemenor cantidad de aflatoxina al utilizar matraces de menor

capacidad(datosnopublicados).Estopuededeberseaqueenrecipientespequeños

las membranasadquierenplieguesquefavorecenla apariciónde compartimentos

no comunicados,los cualespuedendisminuirel rendimientodelproceso.Porotro

lado, en estos recipientesno seconsigueunaagitaciónadecuaday sepierdemucha

superficiede intercambioal tenerquereplegarsela membrana.Porestosmotivos

se decidióemplearmatraces de1000 ml (salvoparala técnica de mini-DD) ya que

de esta forma la disposiciónde la membranacon relacióna la muestraeramás
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adecuada.

- Durante la fase de extracciónmedianteDD pasabanal interior de la

membranapequeñascantidadesde matriz acuosa.Este volumen aumentabaal

incrementarseel tiempoy la temperaturadeextracción,aunqueen las condiciones

extremasanalizadas(45 0C 6 18 horas) lo que se originaba era una pérdida

significativadel solventeorgánico,quepasabaa la faseacuosa,no detectándose

éstaen el interior de las membranas.Debidoa la naturalezavolátil del solvente

utilizadono hasidoposibleestablecerunarelacióndelas pérdidasdesolventecon

los parámetrosestudiados,ya quelos volúmenesdesolventeextraídosdel tubode

diálisis variabanligeramenteen cadaexperiencia.No obstante,en algunasde las

extraccionesde 18 horasla reduccióndelvolumende solventellegó a serdel 300/o.

- Debidoa la posiblepérdidaoriginadapor la adsorciónde las aflatoxinas

al vidrio [Rodricks, 1969; Liria, 19921, todos los materiales(matracespara rotavapor,

matracesErlenmeyery embudosde decantación)empleadosen el procesado

posteriora la DD selavabanconunacantidadadicionaldetriclorometanoquese

añadíadespuésal extracto,con el fin de recuperarlas aflatoxinasretenidas.

- En algunasexperienciastuvimos ocasiónde comprobarque la detección

de las aflatoxinaspresentesen los extractos,sobre todo de quesoy yogur, se

dificultabaconsiderablementecuandoestafasedelprocesoseretrasabamásde un

día. En estoscasosaparecíaun mayor númerode sustanciasinterfirientesen las

cromatoplacas,lo que indicaba la degradaciónde algunos de los compuestos

presentesen los extractos.Por estacausa,la detecciónsellevabaa caboel mismo

díao a lo sumoal díasiguientede la extracción.

- Por último, hemoscomentadoconanterioridadqueunade las manipula-

ciones en las que puedeoriginarseuna pérdidamayor de los analitos es en la

concentracióna sequedadde los extractos.En nuestrocaso,esteprocedimientono

era necesarioya quelos extractosseencontrabanen el solventeadecuadopara

realizar la separacióncromatográfica.La utilización de tubos de centrífuga
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graduados de 100 en ‘100 pl y la posibilidadde controlarla concentraciónde los

extractosconel sistemaempleado,hacíaposibleajustarlos volúmenesfinales de

forma que si era preciso se tuviera que añadir triclorometanosin llegar a la

concentracióna sequedad.

y. 1. 2. Influenciade los parámetrosde la DD en los resultados

V. 1. 2. 1. Influencia de la naturalezadel solvente y su disposición

respectoal tubo de diálisis

Una de las condicionesbásicaspara la realizaciónde la técnicade DD es

quelos analitostenganmayorsolubilidaden el solventeorgánicoqueen la fase

acuosa [Domínguez y COI.,199l, 1992]. En este sentido, un factor importante en el

rendimientode la técnicaesla disposiciónde la muestray el solventeconrespecto

al tubode diálisis. Laspruebaspreliminaresrealizadasen nuestrolaboratoriohan

indicadola convenienciade situarel solventeorgánicoen el interior del tubo de

diálisis ya que de esta forma se conseguíanporcentajesde recuperaciónmás

elevados(datosno publicados).La causapodríaestarrelacionadaconlasmenores

pérdidasde solventeorgánicodebidasa la evaporación,sobretodo enel casode

solventesvolátiles como el triclorometano.Por otra parte, la disposiciónde la

muestraen el exterior facilitaría el intercambiode las sustanciasde interésde la

faseacuosaa la orgánicamediantela agitación[Domínguez y col., 1991,1992J.

La disposicióndelsolventeenel interiordel tubodediálisisha demostrado

ser la másadecuadaen todas las aplicacionesde la DD desarrolladashastael

momentoen nuestrolaboratorio,independientementedel tipo de analito,muestra

o solventeorgánicoutilizado [Domínguezy col., 1992;Cámaray COl., 1992;Prietay col., 1992,

1993;Bayo y ccl., 1993].
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V. 1. 2. 2. Influenciade la temperaturade extracción

La temperaturade extracciónejerceunagran influenciaen el rendimiento

de la DD para la extracciónde las tres aflatoxinasestudiadasy en todos los

productoslácteosempleados.La temperaturaóptimaparala extracciónhasidode

37 0C, recuperándosemenor cantidad de aflatoxinaa temperaturasinferioresy

superiores.Esta temperaturaha demostradoser también la óptima para la

extracciónde clembuterol[Cámara y col., 1992] y antraceno[inédito], pero no asíde

otrosanalitosestudiados.Porejemplo,parala ocratoxinaA [inéditol y el cloranfeni-

col [Bayo y col., 1993] la temperaturaóptima de realizaciónde la DD es de 20 oc,

mientrasqueenel casode la avermectinalas pruebasrealizadashandemostrado

el mejor rendimientodelprocesodeDD cuandolasextraccionessellevabanacabo

a 60 oc [inédito]. Por último, la temperaturano ejerce ningunainfluencia en la

extracciónde la patulina medianteDD, por lo que las extraccionespueden

realizarsea temperaturaambiente(20-25 0C) [Prieta y col.,1992,1993;Prieta,1993],

En el casode la extracciónde aflatoxinasde productoslácteos,la disminu-

ción de los porcentajesde recuperaciónal emplear45 oc puededebersea las

pérdidasdel solventeorgánicopor evaporacióny por transferenciade un mayor

volumende éstea la faseacuosa,favorecidoquizá por la dilataciónde los poros

de la membranade diálisis.

El menor rendimiento de la DD a bajas temperaturaspodría estar

ocasionadopor la influenciade la temperaturaenla solubilizaciónde lassustancias

y en las uniones de las aflatoxinas a algunos compuestospresentesen los

productoslácteos [Bracketty Marth, 1982a; Yousefy Marth, 19891.

y. 1. 2. 3. Influenciadel tiempode extracción

Al igual que sucedecon la temperaturade extracción, la duraciónde la

diálisis es un factor esencialen el rendimientode todo este tipo de procesos,

apareciendoresultadosvariablesen función de los distintos analitos y mafrices
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utilizadas[Domínguez y col., 1991, 1992].

En general,la eficacia de la DD aumentaconformelo hace el tiempo de

extracciónhastallegar a unasituaciónde estabilidady empezara decrecersi se

prolongala duracióndel proceso[Domínguez y col., 1991, 1992J.

Enla mayoríade las sustanciasparalas quesehandesarrolladotécnicasde

DD es suficienteun tiempode cinco horasparaobtenerel máximo rendimiento

[Domínguez >~ ~l., 1992].No obstante,enel casode la extraccióndeaflatoxinasapartir

dequesoesnecesariollevar a cabola IJD durante18 horasparalograr porcentajes

de recuperaciónaceptables.Esto puededebersea la mayor complejidadde la

muestraen cuantoa su composición.En estesentido,la mayorconcentraciónde

lípidos y proteínasdelquesodificulta la extracciónde las aflatoxinas,formándose

precipitadosprotéicosy micelaslipídicas quecontribuyentambiéna la reducción

en la eficacia de la DD en esteproducto.La influencia de la complejidadde la

muestraen la necesidadde ampliar el periodo de DD para obtenerbuenos

rendimientostienesucontrapartidaen~aextraccióndehidrocarburospoUarornáti-

cosen muestrasdeagua.Enestecasosehanconseguidoporcentajesderecupera-

ción de antracenosuperioresal 90% con un periodode DD de sólo una hora

[inédito1.

Hayquetenerencuentasin embargoque,aunquela duracióndelproceso

de DD es el principal factor que condiciona el tiempo total del análisis, la

ocupaciónreal de tiempo de los técnicospara completarlono superala hora y

mediaaproximadamente.Por otrolado,desdeel puntodevistade la organización

del trabajo de laboratorio las extraccionesde 5 ó 18 horas son igualmente

convenientes,ya queen el primer casoesposibledar el resultadoel mismo día,

mientrasqueen el segundocaso,al dejar transcurrirla DD durantela noche,es

posible realizarel restode las fasesdel análisis a la mañanasiguiente.
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V. 1. 2. 4. Influenciadel valar de pH de la muestra

La influenciadelvalordepH de la muestraenel rendimientode la DD sólo

hasidoestudiadadirectamenteenel casode la leche.Losresultadosobtenidoshan

demostradoqueel valordepH normaldelproducto(6’5-6’7) erael másadecuado,

lo cual ha contribuidoa simplificar aúnmásla técnica.

En general,en los estudiosrealizadosmodificandoel valor de pH de la

leche los porcentajesde recuperaciónhansido másaltosa valoresde pH ácidos

lo quepuedeexplicarsepor la menorsolubilidadde las aflatoxinasenestetipo de

soluciones,propiedaddemostradapor numerososautoresy aplicadaen algunas

técnicas analíticas [Gimeno, 1979; Díaz, 1990]. En el caso de la DD, este hecho

favoreceríala mayor solubilización de estas toxinas en la fase orgánica. No

obstante,los porcentajesderecuperaciónglobalesobtenidosavaloresdepH ácidos

puedendebersea la precipitaciónde las aflatoxinas (fundamentalementede la

AiF M1) unidasa las caseínasde la leche, como ya comprobaranvarios autores

[Brackett y Marth, 1982a;Yousefy Marth, 1989]. Por su parte,los resultadosobtenidosen

condicionesde ligera alcalinidadsecorrespondenconla mayor solubilidadde las

aflatoxinasen solucionesalcalinas[Pohiand y col., 1968;Ponsy Goldblatt, 1969;Díaz, 1990],

lo quedificultaríasuextracciónmedianteOD. Asimismo,cuandosehaalcalinizado

la muestrade leche hastaalcanzarun valor de pH de 87 o superior,no ha sido

posiblerecuperaraflatoxinas.Este hecho puededebersea 1a alteraciónde las

muestrasde leche a esos valores de pH así como a la inestabilidadde las

aflatoxinasensolucionesfuertementealcalinas,lo queconstituyeunade lasformas

de detoxificaciónde estassustancias[MúlIer, 1983].

En las experienciasrealizadashemospodido comprobarqueel efectodel

valor depH dela muestraen la extracciónde lasaflatoxinasmedianteDD esmás

marcadopara la AiF M1 queparalas aflatoxinasG1 y B1, lo quepuededebersea

la mayorpolaridadde la moléculadeAIF M1. Asimismo,enlos trabajosrealizados

en nuestrolaboratoriosobrela solubilidady estabilidadde las aflatoxinasG1 y B~

en diversassolucionesy valoresdepH seha comprobadoque,entodoslos casos,
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el comportamientode estasdos aflatoxinasesmuy similar, lo queseexplicapor

su semejanzaestructural[Díaz,1990;Liria,1992J.

En el resto de productos lácteos estudiadosno se ha investigado la

influenciadel valor de pH de la muestraen el rendimientode la UD. En el caso

de la leche en polvo, y a la vista de los resultadosobtenidosparala leche,seha

consideradocomoóptimoel valor de pH normaldelproducto.Por suparte,enel

desarrollode la UD para el yogur, dada su acidez normal, tampoco se ha

consideradooportunovariar su valor de pH. Finalmente,en el casodel quesose

ha decidido el empleode una solución de bicarbonatosádicoal O’3% para la

preparaciónde las muestrascon objeto de favorecer la solubilización de las

aflatoxinasdel quesoen la faseacuosay evitar su precipitacióncon las caseínas

[Domínguez y col., 1987]. En estesentidohay queseñalarqueal ensayarel empleode

unasolucióndefosfato bisódicono seconsiguiórecuperaraflatoxinas,ademásde

alterarselos extractosde forma considerable.

y. 1. 2. 5. Influencia de la relaciónde volumenentre la fase acuosay

orgánica

En el procesodeDD, a diferenciade lo queocurreen las diálisis convencio-

nales,la partición de solutosentrelas dasfasesseparadaspor la membranaestá

condicionadapor la solubilidadde los analitosencadafase,deformaqueal elegir

el solventeorgánicoadecuadoel coeficientede partición se desplazahacia este

último. En estesentido,si seestableceunarelaciónde volúmenesde 1:1, el paso

de solutosa la fase orgánicaes superioral 50% (valor correspondientea una

diálisis convencional).Si la relaciónde volúmenesse altera a favor de La fase

orgánica,seincrementaráel rendimientode la DD [Domínguez y col., 1991, 1992].

Esta premisa se ha demostradoen los experimentosllevados a cabo

empleandodiferentesvolúmenesde leche(50, 250 y 1000 mi), contaminadoscon

el mismo nivel de aflatoxinas y empleando70 ml de triclorometanopara la

extracción.Bajolascondicionesteóricamentemenosfavorables(relaciónvolumétri-
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ca muestra:solventede 1000:70,esdecir, 14’3:1) el porcentajede recuperaciónde

AF M1 en unaextracciónde 18 horashasido similar al de unadiálisis convencio-

nal con relación 1:1. Para una relación de 250:70 (3’6:1) se ha obtenido ese

porcentajea las ochohoras,siendoprecisassólodoshorasenel casode la relación

50:70 (07:1), única en la queel volumende sokenteorgánicosuperabaal de la

fase acuosa.La cantidad de AP M1 recuperadacon una relación 3’6:1 ha sido

aproximadamenteun 14%mayora la recuperaciónconla relación143:1,en todos

los períodosde tiempoensayados.Por su parte,en el casode la relación07:1 se

ha obtenido aproximadamenteun 30% másde AP M1 quecon la relación3%:1,

salvoen los periodosde tresy cinco horas,dondela diferenciaha sidode un 50%.

Para las aflatoxinas G4 y B1 las diferencias en la recuperaciónal emplearlas

relaciones14’3:1 y 3’6:1 hansidomuy escasas,apareciendoun incrementonotable

en la recuperaciónal emplearla relaciónfavorableal solventeorgánico.Estehecho

podría explicarsepor el menor rendimientode la DD para la extracciónde las

aflatoxinasmenospolaresobservadoen todoslos casos.

El efecto de la relación volumétrica entre muestra:solventetambiénha

podido apreciarseen el desarrollode la DD para la extracciónde aflatoxinasen

queso.En este producto se ha detectadouna disminuciónen la eficacia de la

técnicade DD explicadoen parte,comoya sehamencionado,por la complejidad

de la muestrapero tambiénpor la alteraciónen la relaciónmuestra:solventeque

seproduceal añadir la soluciónde preparación(70 mi).

V. 2. TÉCNICA DE DD APLICADA A LA LECHE CON DETECCION

POSTERIORMEDIANTE CCFAE

V. 2. 1. Análisis de AF M1

La técnicapropuestasecaracterizapor obtenerun porcentajede recupera-

cióndel96%paraun nivel decontaminacióndeO’05 pg/1,un límite dedetermina-

ción entre0’O1 y O’02 pg/l y un límite de detecciónde O’002 1sg/1.
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En la mayoríade lasexperienciasrealizadasempleandodistintosnivelesde

contaminaciónen el estudiodel rendimientode la DO, hemospodido constatar

queseproducíaunadisminuciónen los porcentajesde recuperaciónobtenidosal

incrementarseel nivel de contaminación.Esto podría explicarseen partepor la

unión de la aflatoxinaa las caseínasde la leche,ya quecomosugirieronBrackett

y Marth, las unionespodríanreforzarseenel casodeaparecermayoresconcentra-

cionesde toxina [Brackett y Marth, 1982a].

Desde el descubrimientode la AF M1 se han desarrolladonumerosas

técnicaspara el análisis de esta sustanciaen productoslácteos basadasen la

detecciónposterior por CCL Las primeras metodologíasteníancomo fases

comunesla extraccióncon diversossolventesorgánicos,la desproteinizacióny

eliminación de lípidos de los extractosy la extracción final de la aflatoxina,

principalmentecon triclorometano.En algunosmétodosera necesariorealizar

procedimientosde purificación basadosen técnicasde reparto con solventes

orgánicoso extracciónen fasesólida a partir de columnascon matricesdiversas.

Estasmetodologíasrequeríanel empleode grandesvolúmenesde solventes,eran

lentas y laboriosasy el límite de determinación(a)más bajo era de 0’1 i’g¡l

[Stubblefield y Van Egmond,1989J.Estemismolímite seconsiguecon unade las técnicas

reconocidashastael momentocomo métodooficial de la AOAC, propuestapor

Stubblefield [1979]y quesecaracterizapor unareducciónsustancialen el tiempo

de los análisis.Segúnesteautor,la técnicapermiteel análisisde seismuestrasen

menosde 2’5 horas.

Posteriormente,conel desarrollodenuevasmetodologíasparala extracción,

purificación y detecciónde la AIF M1, seha logradoreducir sustancialmenteel

límite de determinaciónde esta toxina en leche. Las mejorasmás importantes

procedendel empleo de sistemascomercialesen forma de cartuchos,que se

utilizan en las fasesde extraccióny purificación, así como del empleode las

técnicasde CL para la separacióny detecciónde las aflatoxinas [Stubblefield y Van

(a) Dada la diferencia entre los znnceptcsde Innite de detecc~¿n y I¡mhe de determinacién aplicados en este trabajo se ha supuesto que las cantidades m’ini,nas de ~tIatrndna
de~eaa¿aspnrotrnsrn.xcr~en sus~érnicasanalitirasy ‘eleridosea ellas como Vm’ite de detección con~pondian reahnente al concepto de Imúte de detenn~nac’ón. Por
este motivo Las ccmparaécn~~tre as disfint~s ténúcas aparecer refe,idasasí en el texto.
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Egmond,1989;Van Egmond,1991].

La técnicadeDV propuestaenestetrabajoconsigueun límite dedetermina-

ción comparableo inferior al de la mayoríade las técnicasbasadasen la detección

porCCF. Numerosasdeestasmetodologíaspresentanun límite de determinación

cte 0,1 pg/l: la técnicadeStubblefield[1979];la metodologíadeFukayamaf 1980),que

se caracterizapor la extracciónmedianteel uso de una columna comercial

elaboradacon tierra de diatomeas;la técnica de Jacobsony col. [1971] cuya

extracciónsebasaen el empleode unamezclametanol+agua;la metodologíade

Ponsy col. [19731cuyatécnicaincluye la extraccióncon solventesy el empleode

unacolumnade celulosay unade las variantesde la técnicade Domínguezy col.

[1987] que sebasaen la extracciónde las aflatoxinasmedianteel empleode una

soluciónalcalinadebicarbonatosádico.Estelímite sereducea O’02 ug/l en la otra

variantede la mencionadatécnica,en la queseañadeunpasodepurificacióncon

columna de gel de sflice. En la técnicade Schuller y col. [1973], que empleala

extracciónapartir deunacolumnadeCelite®seconsigueunlímite dedetermina-

ción de O’05 pg/l, mientrasqueen la metodologíade Tuinstray Bronsgeest[1975],

basadaen el empleoparala extracciónde columnasde gel de sílice, el límite se

sitúa en O’04 pg/1.

Conrespectoa lastécnicasdeCCFcuyo límite de determinaciónesinferior

al de la técnicade OD cabedestacarla metodologíade Tripet y col. [1981a]basada

en la extracciónconunamezdaagua-¿-acetona(1+3), precipitaciónde las proteínas

y fosfolípidosconunasal deplomo, delipidaciónde la soluciónmedianteadición

dehexanoy extracciónfinal de la AP M1 confriclorometano.Estatécnicatieneun

limite de determinaciónde O’005 pg/l. El mismo límite se alcanzacon la

metodologíade Lafont y col. [1981], que se fundamentaen la extracciónde las

aflatoxinascondiversossolventesorgánicosy enel pasoposteriora travésdeuna

columnadealúminabásica.Ambastécnicastienen,sin embargo,la desventajadel

elevadonúmerode pasosy el gastoconsiderableen materialy reactivos.Porotra

parte,la técnicapropuestapor Gauchy col. [1979] es bastantemás simple y su

límite de determinaciónesde O’005 pg/l. Estemétodosebasaen la precipitación
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de lasproteínasde la lechecon ácidoclorhídrico concentradoy dilución posterior

conmetanol.La mezclasecalientay sefiltra, depositandoel filtrado directamente

en una columna Extrelut® donde se realiza la elución con una mezcla de

diclorometano+tolueno.El extracto finalmente se lava con una solución de

hidróxidosádicoy ácido clorhídrico.La detecciónserealizapor CCFbidimensio-

nal. Finalmente,otra técnicacon un límite dedeterminaciónmuy bajo (O’OO1 k’g/l)

esel procedimientode BijI y Van Pethegem[1985],que estábasadoen la combina-

ción de un cartuchoSep Pak®C18 parala extraccióny un cartuchoSp Pak® de

gelde sílice parala purificaciónde los extractos.La detecciónde realizapor CCF

bidimensional.

Igualmente, la metodología de DD propuesta presentaun límite de

determinaciónmásbajoqueel devariastécnicasbasadasenCL parala separación

y detecciónde la aflatoxina. Así por ejemplo,en la técnicade Coheny col. [19841,

quesefundamentaen la extraccióncon unamezclade acetonitrilo+aguay en la

purificaciónposteriorcon cartuchosSp Pak®C18 y Sp Pak® de gel de sílice,se

consigue un límite de O’O8 j.ig/1. En la técnica de Tyczkowska y col. [1984],

modificacióndelmétodode la AOAC enel quesesustituyela columnadecelulosa

por un cartuchoSp Pak® de gel de sílice y la detecciónmedianteCCF por un

sistemade CL, se logra detectarO’1 pg/l de AiF M1. Asimismo, la técnicade DD

es comparablea la propuestapor Changy de Vries en 1983, que modifica el

metodooficial de la AOAC incorporandounaextraccióncon unasoluciónsalina

saturaday triclorometanoy una técnica de purificación mediantereparto en

solventesorgánicos(éterde petróleoy acetonitrilo),parasustituirla utilizaciónde

columnascromatográficas.El límite de determinaciónobtenido medianteesta

técnicaesde O’014 pg/1.

Finalmente,en comparacióncon dos técnicasdesarrolladasrecientemente

parael análisisdeAF M1 en lechey quesecaracterizanpor el empleodedistintos

procedimientosde diálisisparael tratamientode lasmuestrasy detecciónporCL,

los resultadosson los siguientes.En primer lugar, el métodode DD consigueun

límite de determinaciónmásbajo quela técnicade Tuinstray col. [1989,1990] en la
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queseempleaun dializadorautomáticoacopladoa un sistemade concentración

de residuosy al equipode CL. Estelímite correspondea O’05 pg/1. La técnicade

Tuinstrapresentala ventajade la automatizacióndelproceso,pudiendoanalizarse

hasta120 muestraspor día. Noobstante,el costedematerialeselevadoy pueden

producisepérdidas en la eficacia de la diálisis por la contaminaciónde las

membranas,a pesardel empleode solucionespreservadoras.Por otro lado, con

respectoa la técnica de Farjamy col. [1992] el procedimientode DO obtieneun

límite de determinaciónconsiderablementemásalto. Esta técnicase basaen el

empleode un sistemade diálisis automáticoparala preparaciónde las muestras

con vistas al empleode columnasde inmunoafinidadpara la separaciónde la

AP M1. Debido a la alta sensibilidaddel sistema y a la especificidadde las

columnasparafijar sólola AF M1 seconsigueeliminar la mayoríade lassustancias

interfirientes,lográndosedetectarhastaO’OO1 pg/l, a pesardequeel porcentajede

recuperaciónno supereel 6%. Esta técnicatiene comodesventajael costede los

equiposy su mantenimiento.

En general,la técnicade DD descritaenestetrabajopresentavariasventajas

con respectoal resto de las técnicasdescritas.La primera de ellas es que las

muestrasde lecheno requierenningúntipo de preparaciónya queesla membrana

dediálisis la queseencargade la separaciónde las aflatoxinasde otrassustancias

interfirientesde alto pesomolecular,comolípidos o proteínas.Esto haceque en

realidadsetrate de un sistemade extraccióny purificacióncombinado,de forma

que no se requiereningún procedimientode purificación posterior,pudiendo

aplicarse el extracto directamenteen la detección tras ser deshidratadoy

concentrado.En segundolugar, la combinaciónde la técnica de DD con la

metodologíade CCFAE monodimensionaldesarrolladapermite la separación,

deteccióny cuantificaciónde la AF M1 enun cortoespaciode tiempo.En general,

la técnicadeDD esmássimpley máseconómicaqueel restodetécnicasdescritas,

puestoque el gastode material y reactivosesmuy reducido.Por otra parte, se

tratadeunametodologíarápida,puestoqueel tiempototal empleadoenel análisis

(sin incluir el periododeDD) no superalasdos horasparaun total de seisa ocho

muestras.
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Un aspectopráctico importantede los resultadossobre el desarrollode

técnicasde análisis de compuestostóxicoses su aplicabilidaden función de las

normas establecidaspor los diferentes paisessobre los contenidosmáximos

permitidosde este tipo de compuestos.En el casode la presenciade AF M1 en

leche líquida no destinadaa la alimentación infantil, la técnica de DD sería

aplicable en la totalidad de los paises que cuentancon cantidadesmínimas

permitidas.No obstante,la DD no seríaaplicableenel análisisde lechedestinada

a alimentosinfantilesenAustria,Suizay la RepúblicaFederaldeAlemania,donde

el contenidomáximode AiF M1 permitidoes de 0’01 pg/1 [Van Egmond,1989a,bl.

y. 2. 2. Análisis de AF G1 y AF B1

La técnicadescritaen estetrabajopresentaun porcentajede recuperación

del 72% parala AF G1 y un 64% parala AP ~ a un nivel de contaminaciónde

O’05 pg/l, el límite de determinaciónpara las dos aflatoxinasoscila entreO’O1 y

O’02 pg/l y el límite de detecciónesde O’0053pg/l (AF G1) y O’0040 ig/1 (AF B1).

Los resultadoshanindicadoquela técnicade DD esmenoseficaz parala

extracciónde la AF B1 en todaslas condicionesensayadas.El únicofactor que ha

demostradoser útil paraincrementarla recuperaciónde la toxina medianteesta

técnicaha sido el empleode acetatode etilo como solventede extracción.Esto

podría debersea la menor polaridaddel solvente,quelo haríamáseficaz en la

recuperaciónde aflatoxinasmenospolares.

Con respectoa otras técnicasanalíticas,hemosseñaladocon anterioridad

que son pocaslas metodologíasdesarrolladaspara el análisis de aflatoxinas

distintasde la AF M1 en leche,debidoaquela contaminaciónpor otrasaflatoxinas

no esrelevante.No obstante,algunasde las técnicasdescritastienenaplicaciónen

el análisis,fundamentalmentede la AP B~, sobre todoen el casode métodospara

distintos productoslácteos.Así por ejemplo, las dos variantesde la técnica de

Domínguezy col. [1987]puedenaplicarseal análisisde AF B1, obteniendoun límite

de determinaciónde O’02 pg/1 y un porcentajede recuperaciónsuperioral 900/o.
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El métododeJacobsony col. [1971] tambiénpuedeser utilizadoparael análisisde

AF B1 en lechey su límite de determinaciónesde 0,1 vig/l.

En relacióna las normaslegislativas,tan solo enArgentinaseespecificael

contenidoen otrasaflatoxinasdistintasa la AF M1 enproductoslácteos,siendoel

nivel máximopermitidode0,5 pg/l parala sumade las aflatoxinasM1, B1, B2, G1

y G2, nivel detectablemedianteDD. Por otro lado,en Suiza, la legislaciónsobre

lechedestinadaa alimentosinfantilesestableceun máximo de 0,01 pg/l para la

sumade la AP M1 y la AF B1. Teniendoen cuentael bajo nivel permitidoy quela

concentraciónde AP B1 en lechees, casode aparecer,considerablementemenor a

la deAF M1, la sensibilidadde los métodosde análisistendríaqueserenestecaso

muy elevada[Van Egmond,1989a,b].

y. 3. TECNICA DE DD APLICADA A LA LECHE EN POLVO CON

DETECCIÓN POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

V. 3. 1. Análisis de AF M1

La técnicadescritapresentaunporcentajederecuperacióndel83% paraun

nivel decontaminaciónde0’5 pg/Kg,un límite dedeterminaciónsituadoentre0’3

y 0’4 ~ag/Kgy un límite de detecciónde 0’0280 pg/Kg.

Las puebasrealizadasparacomprobarel efectode la cantidadde lecheen

polvo más adecuadapara la preparaciónde la muestrahandemostradoque la

cantidadrecomendadapor el fabricanteparael volumendeaguautilizado(50 mí>

erala mássatisfactoria.Estopodríaexplicarseporla dificultadenla solubilización

de cantidadesmayoresde lecheenpolvo, lo queimpediríala recuperaciónde las

aflatoxinas.La importanciade unacorrectasolubilizaciónde todaslas partículas

de lecheen polvo en la eficacia de recuperaciónde cualquiermétodoanalíticoya

ha sido descritapor Van Egmondy Wagstaffe[1986]enun trabajosobre el empleo

dematerialesde referenciaparala validacióndetécnicasanalíticas.En estetrabajo

serecomiendaasimismoqueel volumende aguaempleadoparala reconstitución
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de la lecheen polvo seaentreocho y diez vecesla cantidadde muestrautilizada,

lo que se correspondecon nuestrametodología.

Conrespectoa los parámetrosderealizaciónde la DD sepensóenprincipio

que serían equivalentesa los de la técnica aplicada a leche líquida, como

efectivamentehaocurrido.Las diferenciasencuantoal porcentajederecuperación

y limite de determinaciónentrelas dos técnicassedebena la menor cantidadde

muestraqueseempleaenel casode la lecheen polvo (6’25 g encomparacióncon

50 ml de lechelíquida)asícomoa los problemasderivadosde la solubilizaciónde

la lecheen polvo.

Asimismo,lasdiferenciasobservadasen los porcentajesde recuperaciónal

empleardistintos nivelesde contaminaciónpodríandebersea las interacciones

entrelos componentesde la lecheenpolvo y las aflatoxinas,asícomoa la mayor

dificultad en la solubilización de cantidadesmayoresde las toxinas en la fase

acuosa[Yousefy Marth, 1989].

Noobstante,mediantela técnicadeDD esposibledetectarcantidadesbrutas

de AF M1 algo menoresde 2 ng, lo quecorresponderíaa 0’04 pg/l en el casode

lechelíquida.

Comosehamencionadoenla introducción,lasprimerastécnicasdesarrolla-

daspara el análisisde AP M1 seaplicabana lecheen polvo. De entreellasdestaca

la metodologíadeFurchasey Steyn[1967],elegidacomoprimer métodooficial de

la AOAC junto con la técnicade Jacobsony col. [1971].El métodode Purchasey

Steyn al igual que otros métodosiniciales era lento y laborioso,no detectando

cantidadesde AP M1 menoresde 1 pg/Kg o inclusosuperiores.En estastécnicas

la extracciónserealizabamedianteel empleode solventesorgánicosy soluciones

acuosasy su principal problemaerala formacióndeemulsionesquedificultaban

la recuperaciónde la aflatoxina [Stubblefleld y Van Egmond, 1989]. Otra metodología

posteriorbasadaen la extracciónliquido-líquidoesla deSerralheiroy Quinta[1985],

cuyo límite de determinaciónesde 0’5 pg/Kg.
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La eficaciade las técnicasanalíticasaumentóal suprimirselos procedimien-

tos de extracción líquido-líquido y comenzara emplearsemetodologíasde

extracciónen fase sólida, ademásde la separacióny detecciónmedianteCL

[Shotwell, 1986;Stubblefieldy Van Egmond,19891.En estesentidola técnicade Tuinstray

Bronsgeest [1975], modificada para la leche en polvo, alcanza un límite de

0’5 vig/Kg. la técnicade Fukayamay col. [1980]parala lecheenpolvo presentaun

límite de determinaciónde 0’20 pg/Kg, la de Gauchy col. [1979~0’10 pg/Kg y la

metodologíade Bijí y van Pethegem[1985]0’05 pg/Kg.

A la vista de los resultados,la técnicade OD puedesituarseen un lugar

intermedioentrelas metodologíascitadas,destacandocomo ventajasprincipales

susencillezy economía.Por otro lado, conrespectoa las normativasestablecidas

en los distintospaisessobreel contenidomáximopermitidoenAF M1 parala leche

enpolvo,la DD podríaaplicarseentodoslos paisessalvoBélgica,Holanday Suiza

cuyoslímites son0’1 pg/Kg (Bélgica) y 0’03 pg/Kg (Holanday Suiza).En el caso

de Francia el contenido establecido(0’2 pg/Kg) se refiere a leche en polvo

destinadaa alimentosinfantiles [VanEgmond,1989, 1989b].

V. 3. 2. Análisis de AF G1 y AF B1

La técnicade DD presentaun porcentajede recuperaciónsuperioral
9O0/o

(AF G
1) y al 70% (AF B1), un limite de determinaciónentre0’3 y 0’4 pg/Kg para

las dos aflatoxinas y un límite de detecciónde 0’0299 pg/Kg (AF G1) y

O’0126 sg/Kg (AF 83.

Teniendoen cuentaquela contaminacióndirecta de la leche en polvo por

parte de hongos aflatoxigénicoses rara y que las cantidadesde aflatoxina

derivadasde estetipo de contaminaciónsuelenser considerablementemásaltas

que en el caso de la contaminaciónindirecta por AP M1 [Blanco y col., 1989a; Van

Egmond, 1991;Kuiper-Goodman,1991], la técnicade UD seríaadecuadaparael análisis

de aflatoxinasen estoscasos.
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Con relación a la legislaciónen los distintos paises,tan solo Argentina

establecela limitaciónen el contenidode aflatoxinasdistintasa la AF M1 en leche

en polvo. Este límite, para las aflatoxinas M1, B1, B2, G1 y G2, es de 5 pg/Kg,

cantidadperfectamentedetectablemedianteUD.

V. 4. TECNICA DE DD APLICADA AL YOGUR CON DETECCION

POSTERIORMEDIANTE CCFAE

V. 4. 1. Análisis de AF M1

La técnicadeUD desarrolladaparaesteproductosecaracterizaporobtener

un porcentajemediode recuperacióndel78%, para un nivel de contaminaciónde

0’045 pg/Kg,con ligerasdiferenciasen funcióndel tipo de muestray de la forma

de contaminaciónempleada.El limite de determinaciónde la técnicaoscilaentre

0’010 y 0’020 pg/Kg mientrasqueel límite de detecciónesde 0’0056 pg/Kg.

Con respectoa las experienciasrealizadaspara comprobarel efectode la

temperaturaen el rendimientode la UD cabedestacarque en el yogur se ha

producidoel nivel mínimo de recuperacióna 45
0C (22%). A estatemperaturase

incrementabaconsiderablementeel número de sustanciasinterfirientes en los

extractos,lo cual puededeberseen gran medidaa la composicióndel yogur, más

rico que la leche en sustanciasde menor peso molecular. Asimismo, esta

temperaturafavoreceel crecimientode la flora propiadel yogurconla consiguien-

tedegradacióndecompuestos,ya quedehechosetratade la temperaturautilizada

en el procesode elaboraciónde los yogures.

Un efectosimilar, aunquemásacusado,ocurríaal prolongarel tiempo de

UD a 8 ó 18 horas,no pudiendodetectarseAP M
1 enningunode los doscasos,por

la presenciadeconcentracioneselevadasde otrassustanciasen los extractos.Esta

circunstanciase produjo tanto en las pruebasrealizadascon yogur comercial

contaminadocon soluciónde AP M1 en triclorometano,comoen las experiencias

en las que se empleó leche contaminadacon solución de la aflatoxina en
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acetonitrio para la elaboraciónposterior del yogur. No obstante,el mayor

porcentajede recuperaciónobtenido,en todos los tiemposestudiados,al utilizar

yogur comercial contaminadocon solución de AF M1 en triclorometanopuede

debersea que una cantidadde la toxina podría encontrarsesolubilizadaen los

restosdel triclorometano,lo quefavorecerríasurecuperaciónmásrápidamediante

DD.

Conrespectoa lasexperienciasrealizadasempleandoparala elaboracióndel

yogur lechecontaminadacon soluciónde AP M1 en solventesorgánicos(tricloro-

metanoy acetonitrilo),las diferenciasobservadasen los porcentajesde recupera-

ción (un 100/0superiorenel casodecontaminarconsolucióndetriclorometano)no

son muy significativas. La recuperaciónde AF M1 en las pruebasrealizadas

contaminandola leche con solución acuosade la toxina en medio AM ha sido

ligeramentemásalta (88% frente al 760/o de la solucióndetriclorometanoy al 660/o

de la solución de acetonitrilo), aunqueestasdiferenciastampocose consideran

excesivamenteimportantes.

Hay que destacarque los cromatogramasobtenidosa partir de yogur

elaboradoen el laboratorioy de yogur comercialeranmuy similares,por lo que

se utilizaron muestrasde éste último para realizar el cálculo del límite de

detección.

Nuestrosresultadosparecenindicarqueel procesodeelaboracióndelyogur

no afectaa la estabilidadde la AP M1, ya que se han obtenidoporcentajesde

recuperaciónsimilaresal utilizar parala elaboracióndelyogur leche contaminada

con AP M1 (vehiculadaen medio AM o triclorometano)o yogur comercial

contaminadodirectamentecon la aflatoxinaen soluciónde triclorometano.Estos

resultadoscoincidencon los de otros trabajosrealizadosen nuestrolaboratorio

[Blanco y col., 1993] y con los de variosautoresqueestudiaronla estabilidadde las

aflatoxinasduranteel procesadoy almacenamientodelyogur[Wissemany Martfrl983b;

Frémy y Chu, 1984]. No obstante,en estetipo de estudioshay que teneren cuenta

tanto la forma depreparaciónde lasmuestrasdeyogur comolasdistintastécnicas

Discusión 199



analíticasempleadas,fundamentalmenteen lo que se refiere a su sensibilidad,

porcentajede recuperacióny a la eficaciaen la purificaciónde los extractos[Yousef

y Marth, 1989]. En este sentido la técnica de UD actúa como un sistema de

purificacióneficaz,no apareciendoen los cromatogramassustanciasinterferentes

con la AP M1 quedificulten su detección.

En relación a la comparaciónentre la UD y otras técnicasaplicablesal

análisis deAP M1 en yogur, podemosmencionarla metodologíade Kiermeiery

Weiss[1976],basadaen la extracciónmediantecloroformoy en la adiciónde ácido

sulfosalicílicocon el fin de evitar la formaciónde emulsiones.Seguidamentese

realizauna purificaciónmediantecromatografíaen columnasde gel de sílice. La

formaciónde precipitadosduranteel procesode extracciónsereducemediantela

adicióndeurea.Estatécnicatieneun nivel derecuperaciónsuperioral 90%aunque

en el trabajo consultadono seespecificael límite de determinaciónde la técnica.

Por otra parte, la metodologíade Domínguezy col. [1987] aplicada al yogur

presentatambiénunarecuperacióndelordendel90%conun límite de determina-

ción de 0’02 pg/kg.Otrastécnicasdescritassonteóricamenteaplicablesal análisis

de yogur, con las modificacionesoportunasen cuanto a la preparaciónde las

muestras[Stubblefield,1979;Fulcayamay col., 1980;Tripet y col., 1981).

La técnicade UD presentaen estecasotodaslas ventajesmencionadasen

los apartadosanteriores,no siendonecesariorealizarningún tipo de preparación

de las muestrasde yogurpararealizarla extraccion.

Finalmente,en lo queserefiere a la aplicabilidadde la UD con relacióna

lasnormasvigentesenlos distintospaisessobrelos contenidosmáximosdeAP M1

en yogur,esteproductono tieneen ningúnpaísunareferenciaespecíficasinoque

se incluye en algunos de ellos dentro de un nivel mínimo permitido para

productoslácteosqueoscilaentre0’05 pg/Kg (Austria,Holanda,Suiza)y 5 pg/Kg

(Antigua Checoslovaquia)[Van Egmond,1989a].
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V. 4. 2. Análisis de AF G1 y AF B1

La técnicade UD presentaun porcentajede recuperaciónentreel 60-87%

paraun nivel decontaminacióndeAP G1 de0’045 pg/Kg,dependiendolos valores

del tipo de contaminaciónempleado.Enel casode la AP ~ estosvaloresoscilan

entreel 40 y 70%. El límite de determinaciónpara las dos aflatoxinas (obtenido

empleandoyogur elaboradoen el laboratorioa partir de leche contaminadacon

soluciónde las aflatoxinasen medioAM, forma de contaminacióncon la que se

obtuvieronlos porcentajesde recuperaciónmáselevados)seencuentraentre0101

y 0’02 pg/Kg. El límite de detecciónde la técnicaes de 0’0064 pg/Kg para la

AF G1 y 0’0043 gg/Kg para la AP B~.

Con respectoa los resultadosde los parámetrosde temperaturay tiempo

en la eficaciade la UD parala recuperaciónde la AP C1 y AF B1 la tendenciase

ha mostradosimilar a lo ocurrido en otros productoslácteos. No obstante,al

prolongarla UU aperiodosde8 ó 18 horasnopudo detectarseningunade lasdos

aflatoxinas,debidoa la presenciadesustanciasinterfirientes,tal y comoocurríaen

el análisis de AP M1.

El tipo de solución empleadapara la contaminaciónde las muestrasha

supuestounavariación ligeramentesuperiorde los porcentajesde recuperación

obtenidosparala AP G1, comparaciónconlo ocurrido parala AP M1. En el caso

de la AP B~ el efectohasidomásmarcadoya quelos valoresse encontrabanentre

el 40 y el 50% en las pruebasrealizadasutilizando solución de la aflatoxinaen

solventesorgánicos,mientrasqueen las contaminacionesrealizadascon solución

enmedioAM la recuperaciónfue del78%.Estehechopodríaestarrelacionadocon

las diferenciasestructuralesde las moléculasde las aflatoxinas M1, G1 y B~, la

distintasolubilidaddeestassustanciasensolventesacuososy orgánicos,asícomo

a las diferentes interaccionesentre las aflatoxinas, los solventes en que se

encuentranvehiculadosy los componentesde la lechey el yogur.

A la vista de los resultadospareceser quela AP G1 y la AP B1 permanece-
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ríanestablesduranteel procesodeelaboracióndel yogur, ya que la recuperación

obtenidafue inclusomayor al emplearyogurelaboradoenel laboratorioquecon

yogur comercialcontaminadodirectamentecon las aflatoxinas.Estos resultados

coinciden con los obtenidos en nuestro laboratorio en un estudio sobre la

estabilidad de las aflatoxinas durante el procesadoy almacenamientoen

refrigeracióndel yogur [Blanco y col., 1993]. No obstante,otros autoreshanreferido

incluso la degradacióntotal de la AiF B1 a su derivadoAF ~=apor las condiciones

ácidaspresentesen el yogur [Megalla y Hafez,1982;Rasic y col., 19911.

En relacióna la comparaciónentre la PU y otras técnicasanalíticas,es

válido lo comentadoen el apartadoanteriorconrespectoal análisisde AP M1, ya

que los resultadosde las técnicasexpuestas([Kierme¡er y Weiss,1976;Domínguez y

col.,19871),son similaresparalas aflatoxinasM1, G1y
5I

Finalmente,no existe en ningún país una normativasobre el contenido

máximopermitidode AP G
1 y AP B1 enproductoslácteosdistintos ala leche.Esto

esdebidoa quela presenciade estasaflatoxinasen los mencionadosalimentosno

es frecuente,salvo por contaminacióndirecta, lo que no suponeun riesgo

importantede intoxicaciónpor implicar paraello, normalmente,el consumode

productosenmohecidos[Van Egmond,1989a].

y. 5. T CNICA DE DD APLICADA AL QUESO CON DETECCION

POSTERIOR MEDIANTE CCFAE

V. 5. 1. Análisis de AF M1

La técnicasecaracterizaporobtenerun porcentajederecuperacióndel89%

paraun nivel decontaminaciónde 0’100 j.ig/Kg, un límite de determinaciónentre

0’06 y 0’08 pg/Kg y un limite de detecciónde 0’0298 pg/Kg.

Uno de los aspectosmásimportantesen cuantoa la puestaa puntode la

metodologíade UD en esteproductoha sido la preparaciónde las muestras.En
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estesentido,paraquela UD pudierarealizarsecorrectamente,eraprecisoobtener

a partir del quesounamatriz lo máslíquidaposible,de modoqueseestableciera

el contactoadecuadoentrela muestray el solventeorgánicodel interior del tubo

de diálisis [Domínguez y col., 1991, 19921.Paraello, y tras variaspruebascondiferentes

volúmenesde aguaparacomprobarla consistenciafinal de la muestra,sedecidió

el empleode 70 ml deuna soluciónalcalinadebicarbonatosódicoal O130/o. Su uso

se ha basado en la capacidadde las solucionesalcalinas para favorecer la

solubilizaciónde las aflatoxinas,hechoaplicadoen algunastécnicasdeanálisisde

estassustancias[Domínguezy col., 19871.Por suparte,la relaciónqueso:solución50:70

essimilar a la utilizadapor otros autoresen la preparaciónde muestrasde queso

parala extraccióndeaflatoxinasmediantediferentestécnicasanalíticas[Tripet y col.,

1981a;Scott, 1990a].

Con respectoa las condicionesde la UD, la necesidadde aumentarel

periododeextracciónparaconseguirincrementarel rendimientodelprocesopuede

estarrelacionadocon las característicasfisicoquímicasdel queso,principalmente

al tratarsede unamatriz sólida, así comocon las posiblesinteraccionesentrelas

aflatoxinas y los componentesdel queso (caseínas)[Brackett y N4arth, 1982a]. No

obstante,esteúltimo aspectoha sidoestudiadoenel casode quesoselaboradosa

partir de leche contaminadacon AP M
1 de forma natural o artificial, dondelas

interaccionesseproducenen estamateraprima [Stubblefield y Shannon,1974; Yousefy

Martb,1989].Porestemotivo,pensamosqueal contaminardirectamenteel quesocon

unasoluciónde la aflatoxinaentriclorometano,comoseha realizadoen nuestro

estudio,las interaccionesentretoxina y caseínasno debíantenergran influencia

en el rendimientode la UD. Sin embargo,sí ha de tenerseen cuentala influencia

de la modificaciónen la relaciónmuestra:solventequeseestableceen el queso,ya

que esta relación se desplazaa favor de la muestra al añadir la solución de

bicarbonato.

A pesarde quelos resultadosobtenidosempleandoextraccionesde ocho

horashansidoaceptables(
860/o derecuperación),sehatomadocomodefinitivo un

periodode DU de 18 horas,dadoque las extraccionesde ochohorasno son muy
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viablesdesdeel puntode vista de organizacióndel trabajolaboratorial.

En cuantoa los resultadosde las pruebassobreel efectode la temperatura

de extracciónen el rendimientode la UD, las recuperacionesmás elevadasse

obtuvieron a 45 0C si bien, a esta temperaturaaumentabaen gran medida la

apariciónde sustanciasinterferentesen los extractos,de modoquela deteccióny

sobretodo la cuantificaciónde la AP M
1 se veía dificultada.Debido a que este

hechoafectaríamásen la detecciónde nivelesmenoresdeAP M1 a los empleados

en las pruebas,sedecidióutilizar extraccionesde 37
0C en las quelos extractos

aparecíanmáslimpios.

El efectodel aumentodel tiempoy la temperaturadeextracciónenel paso

de mayorcantidadde solutosa travésdel tubo de diálisis ha sido másmarcado

en el quesoqueenel restode productosestudiados.El incrementode sustancias

interfirientesenlos extractosconformeaumentabala temperaturapuedeexplicarse

por unamayorsolubilizaciónde sustanciasy porla posibledilataciónde los poros

de la membrana.Porsu parteen lasextraccionesde 18 horaspuedeproducirsela

degradaciónde algunoscompuestos,apareciendomássustanciasen los extractos.

Conel fin dereduciren lo posiblela aparicióndecompuestosquepudieran

interferir en la detecciónde la AP M
1 y dadoqueen las extraccionesde 18 horas

seformabanprecipitadosquepodíansuponerunapérdidaen la recuperaciónde

la toxina,seensayóel empleode la soluciónpreservadorautilizadapor Tuinstra

y col. [1989]en susestudios.Estosautoresutilizan unasoluciónacuosacompuesta

de citrato sódico,cloruro sódicoy azidade sodio en la preparaciónde muestras

de leche,parasu dializaciónposteriormedianteun sistemaautomáticoacoplado

aunsistemadeconcentracióndeextractosy aun cromatógrafolíquido. La adición

decitrato sódicomejora la solubilizaciónde las sustanciasy evita la formaciónde

precipitadosprotéicos;el clorurosódicofavorecelos procesosdediálisis y la azida

de sodio actúa como conservante,evitando el crecimiento microbiano y la

degradaciónde compuestos.Los resultadosde nuestrosestudiosmuestranun

efectopositivo enla recuperaciónde la AP M1 al emplearla soluciónpreservadora,
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permaneciendola muestra preparadacon una consistencia semiíquida y

homogéneadurantetodo el procesode UU.

Por otro lado, y tambiéncon la finalidad de reducir la presenciade

sustanciasinterferentesseoptó por unaconcentraciónmenordel extracto(500 pl

en lugar de los 200pl del restodeproductoslácteosestudiados),siendoasimismo

necesariomodificar la proporciónde los componentesdelsolventede desarrollo

(triclorometano/metanol90/10en lugar de95/5) paramejorarla resoluciónde la

AP M1. Conrespectoa los resultadosde los ensayosrealizadoscon cartuchosSep

Pack® de gel de sílice parala purificación de los extractos,la disminuciónen la

recuperaciónde la AP M1 (4O
0/o) puededebersea la necesidadde concentrara

sequedadel extractoobtenido de la DD para redisolverlo posteriormenteen

diclorometano,segúnindica el protocoloseguido[BijI y Vanlt’ethegem,1985].Hay que

teneren cuentaquela posiblepérdidade sustanciasdebidaa la concentracióna

sequedades mayorcuandoel extractopresentaunacomposiciónmáscompleja,

comoocurreenel queso.Asimismo,la menorsolubilidaddealgunassustanciasen

diclorometanopuedecontribuir adificultar la solubilizaciónde la toxina en este

último solvente.En la metodologíade Bijí y Van Pethegem,tambiénes necesario

realizarla concentracióna sequedaddel extractoenacetonitriloobtenidoapartir

deluso de un cartuchoSepPack® C
18 y su redisoluciónen diclorometanoparala

purificación [BI~ y Van Pethegem,1985;BijI y col., 1987]. No obstante,la mayor recupera-

ción obtenidapor estos autorespuededebersea la diferente composicióndel

extracto con respectoal obtenido medianteUU, así como a la secuenciade

solventesempleada.

Un aspectoimportanteen cuantoa la puestaa puntode la técnicade DD

parala extracciónde AP M1 en quesoesque, a diferenciade lo queocurrecon el

resto de productoslácteos estudiados,las condicionesde la DD así como de la

preparaciónde las muestraspuedenvariar sustancialmentedependiendodel tipo

de quesosobre el que seapliquela técnica.Estopodríatraducirseen la aparición

de resultadosdiferentesen cuantoa los porcentajesde recuperacióny límites

obtenidos,como han reflejado otros autoresen diferentes técnicasanalíticas
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[Stubblefield, 1979;Tripet y col., 1981a].

La comparaciónde los resultadosde la DD con diferentesmetodologías

desarrolladaspara el quesotambién estásujeta al tipo de alimento empleado,

aunqueen muchosestudiosno seespecificanlas característicasdel producto.En

general,la técnicade DD presentaun límite de determinaciónequivalenteal de

otrastécnicas.Así, la metodologíade Frémyy Boursier[1981]obtieneun límite de

0,10 ].ig/Kg, empleandola purificaciónconcartuchosde geldesílice condetección

posteriormedianteCL e igual límite se alcanzaen las técnicasde Polzhofer [1973]

(modificacióndel métodode Schuller y col. [1973] y quesebasaen la extracción

mediantesolventesy Celite® conpurificaciónposteriora travésde unacolumna

de gel de sílice), así como en la metodologíade Kamimura y col. [1985], que se

fundamentaenla extraccióncontriclorometano+aguay enla purificaciónmediante

columnasdeFlorisil®. En la técnicade Polzhoferla detecciónserealizamediante

CCF mientrasque para el método de Kamimuray col. se empleala CL de fase

reversa. Otra técnica basadaen la extracción con solventes orgánicos y la

purificaciónmediantecolumnasoplacasdegeldesíliceesla de Kiermeiery Weiss

1976], aunquecon estametodologíael límite de determinaciónes de 2’50 iig/Kg.

La técnicadeStubblefield[1979]aplicadaal quesopermitedetectar0’10 pg/Kg. Por

su parteunade las variantesde la metodologíadeDomínguezy col. [1987](basada

en el empleode una soluciónalcalina para la extracción)presentaun limite de

determinacióndeO’40 pg/Kg. La otravariantede estatécnica,en la queseañade

un pasode purificación por columnade gel de sílice, disminuyeeste límite a

0’05 pg/Kg. Finalmente,otrastécnicasconmayor sensibilidadquela DD sonla de

Tripet y col. [19814 (0’03 pg/Kg) y la de Bijí y col. [1987] (0’01 pg/Kg): la primera

de ellasbasadaen la extraccióncon diversossolventesy la segundaenel usode

cartuchoscomercialesde tipo SepPack®.

La técnicade UD desarrolladapara el quesopresentacomo ventajassu

sencillezy economíaenel gastodemateriales.Conrespectoal tiempodeejecución

de la técnica,las extraccionesde 18 horas(una noche)permitenla organización

adecuadadel trabajode laboratorioya queel tiempodeocupaciónde los técnicos
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essimilar al de lasotrasaplicaciones,pudiendoobtenerseel resultadodelanálisis

al día siguientede iniciar la extracción.

Con relacióna las normasestablecidassobrela cantidadmáximatolerada

deAP M1 enqueso,la UU seríaefectivaentodoslos paises(salvolos quepresenta

nivelesde toleranciacero),ya quelas cantidadesestablecidasoscilanentre0’20 y

0’50 pg/Kg [Van Egmond,1989a~.

y. 5. 2. Análisis de AF G1 y AF B1

La técnicadesarrolladapresentaunporcentajederecuperacióndel
730/opara

la AP G
1y del 65%parala AP B1, aunnivel de contaminaciónde 0’100 pg/Kg. El

límite de determinaciónoscilaentreO’040 y O’060 ig/Kg paralas dos aflatoxinas

y el límite dedetecciónesde 0’0339pg/Kg para la AP G1 y 0’0084 ~g/Kg parala

AF B1.

Al igual queocurríaen el casode la AP M1 ha sido necesarioaumentarel

periodode extracciónpara obtenerporcentajesde recuperaciónelevados,sobre

todo de AP B1, ya que con estatoxina sólo seobteníaun 22% de recuperaciónen

extraccionesde cinco horas,aumentandoúnicamenteun 10% en extraccionesde

ocho horas. No obstante,a pesarde que las recuperacionesde AP B1 han sido

inferioresalasotrastoxinas,el límite de detecciónharesultadoconsiderablemente

menorya quela aparicióndesustanciasinterferentesconla AP B1 eraprácticamen-

te nula, lo quepermitíaunadeteccióny cuantificaciónde la toxina másclara con

nivelesde contaminaciónbajos.El empleode cartuchosSepPak®de gel de sílice

para la purificación de los extractosno permitió recuperarningunade las dos

aflatoxinasconel protocoloseguido[Bijí y Van Pethegem,1985]. Esto puededebersea

la menorpolaridaddeestassustanciasy a la necesidadde concentrarasequedad

los extractos de la DD para su redisolución en diclorometano, como ya

mencionamosanteriormente.

Por otro lado, la adición de la solución preservadorano pareceafectar
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significativamentea la recuperaciónde estasaflatoxinas,aunquedisminuyóde

forma ligera el porcentajede recuperaciónde la AP B1.

Las técnicasde análisisreferidasen el apartadoanteriorsonensu mayoría

aplicablesa las aflatoxinasG1 y B1. Entre ellasla técnicade Uomínguezy col. [1987]

presentaun porcentajede recuperacióndei 91% paraun nivel de contaminación

de 1’0 pg/Kg y un límite de determinaciónde 0’4 ~¡g/Kg;en la metodologíade

Kamimuray col. [1985] la recuperaciónde AP G1 y AP B1 entre10 y 30 hg/Kg es

del 91% y el limite de determinaciónpara las dos aflatoxinas correspondea

0’2 pg/Kg. Muchosde los métodosde análisisde aflatoxinasdistintasde la AF M1

en quesosehanutilizado fundamentalmenteen los estudiossobrela producción

y estabilidadde estastoxinasenel alimentoya que,comohemoscomentadocon

anterioridad, el queso es el derivado lácteo más susceptiblede presentar

contaminacióndirecta por aflatoxinas [Bullerman, 1981]. No obstante,no existe un

riesgoimportanteen estecaso,debido al rechazopor partede los consumidores

del quesoenmohecido,lo quepodría explicar la ausenciade normaslegislativas

en cuantoa la presenciade AP G1 y AP B1 en estealimento.

y. 6. EXTRACCION DE AF M1 MEDIANTE míni-DD Y DETECCION

POSTERIOR POR CCFAE

Para el desarrollode la técnica de mini-DD se partió de volúmenesde

muestra y solventeque cumplieran la relación 0’7:1, establecidacomo la más

adecuadaen el caso de la técnica de DU para la leche. La única condición

estudiadafue el tiempo de extracciónya que se suponíaque el resto de los

parámetroscontinuaríansiendolos másadecuados.

Los resultadosobtenidosenel estudiodelefectodeltiempoenel porcentaje

de recuperaciónde AP M1 mediantemini-UD contrastanconlos dePrieta [1993]en

el desarrollode una metodologíasimilar parael análisisde patulinaen zumode

manzana.En nuestroestudiose observaque a las dos horas de extracciónse

alcanzael máximoderecuperación(50-60%),porcentajequesemantieneal menos
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hasta un periodo de extracciónde 5 horas. El porcentajede recuperaciónen

extraccionesde unahoraoscilaentreel 30 y el 40%. Por el contrario,enel estudio

dePrietala recuperaciónmáxima(63%) se consigueenextraccionesde unanoche

(16-18 horas).A las cinco horas de extracciónel porcentajees de un S00/o y en

extraccionesde una a treshorasoscilaentreel 30 y el 380/o.

Con respecto al límite de determinación de la técnica de mini-UD

desarrolladaenesteestudio(0’04-0’05 pg/D.suvalor coincideconel denumerosas

técnicasanalíticasfrecuentementeutilizadaso esinclusomenor.Así, en la técnica

de Pons y col. [19731el límite de determinaciónes de 0,10 hg/1 e igual valor

correspondea las técnicasde Fukayamay col. [1980]y a unade las variantesde la

técnicapropuestapor Domínguezy col. [1987].En el casode la técnicade Cohen

y col. [1984] el limite correspondea 0’O8 pg/l, en la técnicadeStubblefield [1979]es

de 0’5 hg/1 y parala técnicade Tuinstray col. [1989,1990] en la queseempleaun

dializadorautomáticoen el análisisde AP M
1 en leche descremada,el límite de

determinaciónes de 0’05 pg/l.

EstosresultadoscontrastantambiénconlosdePrieta [1993],yaqueenel caso

del análisis de patulinaen zumo de manzanala técnica de mini-UD obtieneel

límite de determinaciónmásbajo conocido para estasustancia.Las diferencias

entreestosresultadosy los obtenidosparala técnicade mini-DU desarrolladaen

el presentetrabajo puedendebersea la forma de procesamientodel extracto

obtenido despuésde la diálisis, con respectoal procesadoen la técnica de UD

normal. En las dos técnicasse toma la totalidad del extractoobtenido de la

membranaparasuconcentracióny aplicaciónenla técnicadeCCFAE. El resultado

esquecon la técnicade mini-UD sereduceel númerode sustanciasqueaparecen

en los cromatogramasaunqueno semejorael limite dedeterminación.En cambio,

en el caso del análisis de patulina en zumo de manzanase emplea para la

detecciónun sistemade CL; dadala mayorsensibilidaddelsistemade detección,

cuandoserealizala UD sólo se toma una alícuotadel extracto,mientrasqueal

emplearla técnicade mini-UD seutiliza la totalidaddel mismo. El resultadoes

unareducciónsustancialen el límite de determinación,aunquecon apariciónde
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mássustanciasen los cromatogramas.

En resumen,podemosdecirque la técnicade mini-UD desarrolladaeneste

trabajoparael análisisdeAF M1 en lechepuedeservir, comparativamenteconla

técnicade UU, comosistemadeanálisissemicuantitativorápido,ya queel tiempo

de análisiscompletono excedede las treso cuatrohoras.La ventajaprincipal de

estametodologíaes su gran economíaen materialesy solventespues sólo se

precisaun tubo de diálisis de 20 cm y unos 20 ml de triclorometanopara la

totalidaddel proceso.

V. 7. DETERMINACION DE AF M1 EN LECHE COMERCIAL

Parala realizaciónde esteestudiosobrela incidenciade la AF M1 en leche

comercialsedecidió tomar 100 muestrascorrespondientesa todaslas marcasde

lecheenteraUHT presentesenun establecimientode unacadenade supermerca-

dos de implantaciónnacionalsituadoa las afuerasde Madrid. De estaforma se

pretendíaobtenerunaideaaproximadadel nivel de exposicióna la AiF M1 en los

consumidoresque habitualmente adquirieran la leche en el mencionado

establecimientoo enotrode similarescaracterísticas.Además,tuvimosocasiónde

comprobarquealo largode todoel muestreoapenasseproducíancambiosen las

marcasde leche disponiblesen estecomercio(Tabla Vi.), lo que,en el casode

presentarseunamayor incidenciade AP M1 en marcasdeterminadas,supondría

la ingestiónreiteradade la toxinaen los consumidoreshabitualesde esasmarcas.

A pesarde quela mayoríade las muestrasanalizadascorrespondierona

leche entera UF-IT (8 marcas), también se procedió al análisis de muestras

pertenecientesa dos marcasde leche frescapasterizada(una de ellasprocedente

deunagranjaDiplomada-A-y otradeunacentral-B-)ademásde lechesemidesna-

tadaUHT correspondienteaunamarcaextranjera-P-.La elecciónde la lechefresca

pasterizadase tomó por considerarseel producto en el que se podía tener un

controlmásclaroencuantoasufechadeelaboración,ya queenel casode la leche

UHT sólo secontabacon la fecha de caducidaddel producto.Por otro lado, y a
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pesarde que el análisis de muestrasde una sola marcaextranjerano es muy

representativo,seconsideróinteresantecompletarel muestreoconestosanálisis.

TablaVi. Relaciónde marcasde lecherecogidasen cadafasedel muestreo.

Los datos obtenidos señalanque el 14% de las muestrasanalizadas

conteníanAP M1 en cantidadesdetectablesy cuantificables (entre 0’018 y

0’042 pg/l) si bien,enun
30/o deestasmuestraspositivas,correspondientesal nivel

de O’018 hg/1. aunqueestacantidaderadetectable,estabasituadaen el intervalo

correspondienteal límite de determinaciónde la técnica.

Los resultadosno permitieronel establecimientode diferenciasen cuanto

a la incidenciadeAP M
1 conrelacióna la fechadecompraenningunode los casos

ya quedel análisisde las24 muestrascorrespondientesa lechefrescapasterizada

sólo aparecierondosmuestraspositivas.

La comparaciónde estos resultadoscon los obtenidosen otros estudios

realizadossobrela incidenciade AP M1 en lecheesdifícil, principalmente,y como

ya semencionaraen la Introducción,por los diferentesporcentajesderecuperación

y límites de determinaciónde las técnicasanalíticasutilizadas.
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Conrespectoa los estudiosllevadosacaboenEspañaconmuestrasdeleche

esterilizaday empleandoparala deteccióntécnicasdeCCF, hayquedestacarque

Jodralno encontrócontaminaciónalgunapor AP M1 enel análisisde 330 muestras

de este producto,analizadasen 1977 [Jodral,1977; Jodral y col., 1984]. Por su parte

Burdaspal[1983],en un estudiorealizadosobre97 muestrascorrespondientesa

lechenatural(13V esterilizada(46),pasterizada(30) y concentrada(6) encontróun
7~30/ó de muestraspositivas,con unnivel de AP M1 entre0’020 y 0’040 pg/l. Estos

resultadoscoinciden con los nuestros en cuanto al nivel de contaminación

detectado;no obstante,al no especificarselas diferenciasentrelos distintostipos

de leche analizada,no es posibleestableceruna comparacióncon esteautoren

cuantoa los resultadosglobales.

En el estudiorealizadopor Blanco y col., sobre47 muestrasde lecheUHT

recogidasa lo largode un añoen una centralde León querecibíala leche de una

misma zona de la provincia, se obtuvo un porcentajede muestraspositivas

próximo al 30%,con nivelesde contaminaciónentre0’020 y 0’100 pg/l [Blanco,1986;

Blanco y col., 1988b].Lasdiferenciasencontradasentreestosresultadosy los obtenidos

en el presentetrabajo puedendebersea varios factores,el principal de los cuales

es la diferente procedenciade las muestrasanalizadas,ya que en el caso de

grandescentralesla mezclade lechede diferenteprocedenciaorigina la dilución

de la concentraciónde AP M1 al mezcíarseleche contaminaday no contaminada.

Finalmente,los porcentajesdemuestraspositivasobtenidosenesteestudio

contrastanconlos resultadosdeMacho y col. [1992],realizadossobreun total de33

muestrasde lecheUHT. EstosautoresencontraronAP M1 en la totalidad de las

muestrasanalizadas,si bien los nivelesde concentraciónen todas las muestras

oscilaron entre valores <0’010 y 0’025 pg/l. Para este estudio Macho y col.

emplearonla técnicadeMortimer y col. [1987]basadaen la utilizacióndecolumnas

de inmunoafinidady un sistemade CL cuyo límite de detecciónseencuentraen

50 pg/l.

Es de destacarque del
140/o de muestraspositivasdetectadasen nuestro
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estudio,el 57% correspondierona una mismamarca,siendoademásen la que

aparecieronlas muestrascon el nivel de contaminaciónmás alto. Esto puede

suponerqueestacentralrecibala lechede localizacionesmásconcretasen donde

el ganadovacunoconsumaalimentoscontaminadoscon AP W No obstante,no es

posible afirmar que la cantidadde AP B1 en las racionesconsumidaspor estos

animales superala normativa establecidaen nuestro país, que estableceun

contenidomáximode estaaflatoxinade 20 pg/Kg [BOE,1976].

En cuantoa la legislaciónvigente en los distintos paisesque regulanel

contenidode AF M1 en leche, los resultadosobtenidosen esteestudiomuestran

que los niveles de contaminaciónencontradosno excedenninguna de estas

normativas(exceptuandola normativarumanaqueespecificaun contenidonulo

de AP M1).

Hay quedestacarqueen los resultadosde los estudiossobrela incidencia

de AP M1 en productoslácteosefectuadosen los últimos añosinfluyen al menos

dos factores.En primer lugar, el cumplimiento de las medidas legislativasen

cuantoa los nivelesmáximostolerados,tantodeAF M1 enproductoslácteoscomo

de AP B1 en los alimentos destinadosal ganadovacuno lechero, lo que ha

conJíevadola reduciónenel númerodemuestraspositivasconnivelesaltosdeAF

M1. En segundolugar, se debe tener en cuentaque el desarrollode técnicas

analíticasdemayorsensibilidadhapermitidoenalgunoscasosqueseincrementara

el número de muestras positivas aunque con niveles de concentración

considerablementebajos [Van Egmond, 1989a, 1991], como sucedeen el estudio de

Macho y col [1992].
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y. 8. VALIDACION DE LA TECNICA DE DD PARA LA EXTRACCION

DE AF M1 DE LECHE EN POLVO A PARTIR DE MATERIALES DE REFEREN-

CIA

Para la realizaciónde esteestudio se dispuso de los cuatromateriales

certificadoselaboradospor la Oficina de ReferenciaComunitaria [Van Egmonáy

Wagstaffe,1986, 1988], conobjetode comprobarla eficaciade la técnicay el límite de

determinaciónestablecido(porcentajede recuperaciónde la AP M1 del 82% para

un nivel de contaminaciónde 0’5 pg/Kg y del 73~/~ para un nivel de 0’8 pg/Kg,

siendoel límite de determinaciónentreO’3 y 0’4 pg/Kg).

Cabe destacarque en ningunode los análisis efectuadosa partir de los

materialesn
0282y 283 sepudo detectarAF M

1, lo que confirma queel contenido

de la aflatoxinaen estosmateriales(n
0282= <0’050 pg/Kg y n0283=0’090+0’04/-

0’02 pg/Kg) seencuentrapor debajodel limite de determinaciónde la técnicade

UD desarrollada(0’3-0’4 pg/Kg).

Porotrolado, los resultadosobtenidosapartir de los materialesn0284y 285

se correspondencon las cantidadescertificadas(n0284= 0’310~0’060 hg/Kg y

n0285=0’760±0’050vg/Kg), siendoel intervalo deconfianzaequivalente(n0285)e

inclusomenor(n0 284). En el casode las cantidadesestimadasunavez aplicadoel

porcentajede recuperaciónestablecidopara la técnica de UU, los valores se

encuentranligeramentepor encima de las cantidadescertificadas. Esto puede

debersea lasdiferenciasexistentesen los porcentajesderecuperaciónde la técnica

de UD cuandoseempleabandistintasconcentracionesde AP M
1, asícomoa las

posiblesdiferenciasen cuantoa la eficacia de la técnicapara la extracciónde la

aflatoxinaen muestrascontaminadasde forma natural y artificial.

Los aspectosprincipalesde los estudiosdevalidaciónapartir demateriales

de referenciason la comprobaciónde la efectividad,sensibilidady repetitividad

de lastécnicasqueseprueban[VanEgmondy Wagstaffe,1986].Losresultadosobtenidos

en nuestroestudiomuestranla efectividadde la técnicade UD desarrolladapara
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la extracciónde AP M1 a partir de leche en polvo. En estesentido,uno de los

problemasqueseproducenen lasextraccionesconvencionalessobretodo cuando

se utiliza triclorometanoesla formacióndeemulsionescon la lechereconstituida

[Van Egmondy Wagstaffe,1986]. En el procesode UD esteproblemase evita por la

separaciónfísica del solventey la faseacuosaa travésde la membranade diálisis

[Domínguez y col., 1991, 1992].

Por otra parte, en las especificacionessobre estosmaterialesse indica la

posibilidad de aparición de sustanciasadyacentesa la AP M1, que pueden

ocasionarinterferenciasen la detecciónmediantetécnicasde CCF, sobretodoen

los materialescon menor contenidoen AP M1. Porestemotivo serecomiendael

empleo de sistemasde desarrollobidimensionaly la aplicación de patrones

internosparadiferenciarla aflatoxinade las sustanciasinterfirientes[Van Egmondy

Wagstaffe,1986].En estetrabajoel empleodepatronesinternoshasido unaconstante

en el desarrollode todaslas técnicasanalíticas,debidoa su granutilidad para la

identificaciónde lasaflatoxinas.Conrelaciónal presenteestudio,enalgunasdelas

cromatoplacaselaboradasa partir de los extractosde materialesde referenciase

ha producidola apariciónde una sustanciacon Rf próximo a la AP M1, pero en

ningún casosu presenciaha interferido la deteccióny/o cuantificaciónde esta

aflatoxina,ya quela separaciónobtenidacon el solventede desarrolloempleado

era satisfactoriay la cantidadde la sustanciainterfiriente muy pequeña.Por lo

demáslos cromatogramaseranigualesa los obtenidosapartir de la lecheenpolvo

utilizadaenel restode las experiencias.

Varios autoreshanempleadoen susestudiosmaterialesde referenciacon

objetode validar técnicasanalíticaso compararlos resultadosobtenidosa partir

deestosmaterialesconotros tiposdemuestras.En1987, Mortimery col. realizaron

un estudioparacomprobarla efectividaddeunatécnicade análisisde AP M1 en

leche en polvo, basadaen la extracciónde la toxina empleandocolumnasde

afinidadcomercialestipo Easi-Extract®y aplicandoparala detecciónun sistema

de CL. Los resultadosobtenidospor esteautor concuerdancon las cantidades

certificadas,al igual que ocurre en el estudiorealizadopor Macho y col. [1992]
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empleandola mismatécnica.No obstante,en ningunode los dos casosaparecen

los resultadoscorregidosenfunción delporcentajederecuperaciónestimadopara

la técnica, sino que se calcula el porcentajede recuperacióna partir de los

resultadosobtenidoscon estosmateriales.
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VI. CONCLUSIONES

PRIMERA

SEGUNDA

TERCERA

CUARTA

QUINTA

SEXTA

El análisisdeaflatoxinaM1 en lechey productoslácteospuede
realizarsecongraneficacia,sensibilidad,sencillezy economía
de medios utilizando el método de diálisis difásica
desarrolladoen el presentetrabajo. Este métodopuedeser
aplicadoigualmenteparael análisisdeotrasaflatoxinasen los
mismosproductos.

Las condicionesgeneralesmás favorablesparala realización
de la diálisis difásicaen estasaplicacionessonlas siguientes:
relación de volumen entre muestra y solvente 1:1’4,
triclorometanocomo solventede extraccióncolocadoen el
interior del tubo de diálisis e incubacióndurantecinco horas
a 370 C y con unavelocidadde agitaciónde 150 rpm.

Las variacionesmásnotablesen los parámetrosde trabajose
dan en el análisis de aflatoxinasen queso.En estecaso, las
muestrasdebenprepararsecon una solución de bicarbonato
sódicoy unasoluciónpreservadora,el tiempodeextracciónes
de 18 horasy el solventecromatográficomásadecuadoes la
mezclatriclorometano/metanol(90/10).

Teniendoen cuantalos límites de deteccióny determinación
obtenidosen los distintos productos cuando se analizan
aflatoxinas mediante la técnica de diálisis difásica, esta
metodologíaseríaaplicableen la mayoríade los paisesque
cuentanen sulegislacióncon unanormativasobrenivelesde
toleranciade aflatoxinasen lechey productoslácteos.

La variante de la diálisis difásica denominada mini-diálisis
difásicapuedeemplearsecomosistemadeanálisissemicuanti-
tativo rápidode la aflatoxinaM1 en leche.

Los resultadosobtenidosa partir del muestreoindican que
seríaconvenienteestableceren nuestropaísuna reglamenta-
ción sobrelos límites de aflatoxinaM1 en leche y productos
lácteos,asícomovigilar el cumplimientode la reglamentación
sobre el contenidomáximode aflatoxinaB1 en los alimentos
destinadosal ganadolechero.
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SEPTIMA La utilización de materialesde referenciacertificados ha
permitido validar de forma muy satisfactoriala técnica de
diálisis difásica parael análisisde aflatoxinaM1 en leche en
polvo.
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VII. 1. RESUMEN

El presentetrabajoseocupaprincipalmentedel desarrollodeunanuevatécnicademembranas

para la extracciónde AF M1 de lechey productoslácteos,empleandoparala deteccióny cuantificación

posteriorun sistemade cromatografíaen capafina de alta eficacia(CCFAE). Además,estatécnicase

ha aplicadoigualmentepara la extracciónde tas aflatoxinas0, y B~ de los mismos productos.

La técnicadesarrollada,denominadadiálisisdifásica (DD), se fundamentaen dospropiedades

característicasde la mayoríadelos residuosde interéssanitarioy mediambiental:bajo pesomolecular

y mayor solubilidad de estos compuestosen solventesorgánicosque en solucionesacuosas.La

extracciónde sustanciasdeinterésmedianteestatécnicase realizaa partir de matricesacuosas(eneste

casoleche,yogur,soluciónde lecheen polvo en aguay una mezclaobtenidaa partir de las muestras

de queso con una soluciónde bicarbonatosódico). Esta matriz acuosase encuentraseparadadel

solventedeextracción(triclorometano)por medio de una membranasemipermeabley porosa,que se

disponeen formade tubo de diálisis y encuyo interior se colocael solvente.El conjunto,es decir, la

muestray el tubodediálisis,secolocanen un matraz,quese incubaen agitaciónorbital a temperatura

controladaduranteun periododetiempovariable.La eficaciadel procesodeDD dependedela relación

entreel volumen de muestray solvente,tiempo de extracción, temperaturade extracción,pH de la

muestray velocidadde agitación.

Los métodosdesarrolladosenestetrabajosonlos quese describena continuación:

1. Extraccióndeaflatoxinasapartirdeleche.Lascondicionesconsideradascomomásfavorables

son: un volumen de muestrade 50 ml con su valor de pH normal, 70 ml de triclorometanocomo

solventede extracción, colocado en el interior de un tubo de diálisis de 60 cm de longitud. La

incubaciónse lleva a cabodurante5 horasa 37 oc y 150 rpm. La detecciónse efectúacon un sistema

de cromatografíade desarrollovertical y empleandocomosolventela mezclatriclorometano/metanol

(95/5). En esascondicionesel porcentajede recuperaciónde la técnica,paraun nivel decontaminación

de0’050 pg/l, esdel 96% (AP M,), 72% (AP 03 y 640/o (AF B,). El límite de determinaciónseencuentra

entre 0’01 y O’02 Hg!
1 para las tres aflatoxinasy el límite de deteccióncorrespondea 0’0020 ~g/l

(AF M
1), 0’0053 pg/l (AF 0,) y 0’0040 pg/l (AP E,).

2. Extracciónde aflatoxinasa partir de lecheen polvo. Pararealizar la DD se partede una

cantidadde muestrade6’25 g quesedisuelveen 50 ml de aguadestilada.La extracciónserealizaen

las mismascondicionesqueenel métodoanterior,al igual queladeteccióny cuantificaciónpor CCFAE.

En esascondicionesel porcentajede recuperaciónde la técnica,para un nivel de contaminaciónde

0’50 pg/Kg, es del 83% (AP M3, ~7n/~(AF G~) y 74% (AP B,). El límite dedeterminaciónse encuentra

entre0’30 y 0’40 pg/Kg paralas tres aflatoxinasy el límite de deteccióncorrespondea 0’0280 pg/Kg
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(AP M1), 0’0299 pg/Kg (AP 0~) y 0’0126 pg/Kg (AP B~).

3. Extracciónde aflatoxinasa partir de yogur.En estecasola extracciónse realiza a partir de

una muestrade 50 g de yogur y en las mismascondicionescitadasanteriormente.El porcentajede

recuperaciónde la técnica,paraun nivel de contaminaciónde 0’045 ag/Kg,esentre66 y 880/o (AP M,>,

62 y 87% (AP G~) y 48 y 78% (AP Br), dependiendode la soluciónde aflatoxinasempleadaen la

contaminación.El límitede determinaciónseencuentraentre0’01 y 0’02 pg/Kg para las tresaflatoxinas

y el límite de deteccióncorrespondea 0’0056 pg/Kg (AP M1), 0’00M pg/Kg (AP 03 y 0’0043 pg/Kg

(AP Br).

4. Extraccióndeaflatoxinasapartir de queso.Lascondicionesmásfavorablesson:unacantidad

de muestrade50 g quesehomogeinizacon 65 ml de soluciónde bicarbonatosódico al 0’3% y 5 ml de

soluciónpreservadora[Tuinstra y col., 1989]. La extracciónse realizaempleando70 ml de triclorome-

tanoenel interior de un tubode diálisis de 60 cm de longitud y la incubaciónesde 18 horasa 37 ~C

y 150 rpm. La detecciónse lleva a cabocon un sistemade desarrollovertical y empleandocomo

solvente las mezclastriclorometano/metanol(95/5 ó 90/10). En esascondicionesel porcentajede

recuperaciónde la técnica,para un nivel de contaminaciónde 0’100 pg/Kg es del 89% (AP M1), 73%

(AP 03 y 65~/~ (AP 83. El límite de determinaciónse encuentraentre0’06 y 0’08 Hg/Kg para la AP M1

y entre 0’04 y 0’06 pg/Kg para las aflatoxinas G~ y B~. El límite de deteccióncorrespondea

0’0298 pg/Kg (AP M1), 0’0339 pg/Kg (AP G~) y 0’0088 pg/Kg (AP 83.

Asimismo,seha desarrolladounatécnicade mini-DO para la extracciónde AP M1 en leche.

Esta técnica se caracterizapor el uso de volúmenesmuy reducidosde muestra (10 mí) y solvente

(14 mí). La extracciónse realizaa 37
0C y 150 rpm. El porcentajede recuperación,para niveles de

contaminacióncomprendidosentre0’04 y 0’10 pg/l seencuentraentreel 30 y el 40% en extracciones

de unahora, y entreel 50 y 600/o paraextraccionesde doshoras. El límite de determinaciónse sitúa

entre0’04 y 0’05 pg/l deAP M
1.

Una vezdesarrolladaslas técnicasanalíticas,se realizó un estudiode presenciade AP M1 en

leche comercial. Se analizaron100 muestrasadquiridasen un establecimientode la Comunidadde

Madrid, entreeneroy junio de 1993.Los resultadosmostraronun total demuestraspositivasdel 14%,

con una mediade0’026 ~ag/l.

Pinalmente,estetrabajo incluye un estudioen el que se empleanmaterialesde referencia

suministradospor la Oficina deReferenciaComunitaria(SOR) con objeto dela validaciónde la técnica

de DO desarrolladapara el análisisde AP M1 en lecheen polvo. Los resultadosobtenidosa partir de

la realizaciónde laspruebasespecificadaspor el BCR, muestranla granefectividadde la técnicadeOD

desarrollada,sirviendoa la vezparala comprobacióndelos limites de determinaciónestablecidosen

el método.
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La técnica de DO presentadaen este trabajo tiene numerosasventajas frente a otros

procedimientosdeextracción,destacandoentreellas la sencillezy a economíadematerial y tiempo

de trabajo,ademásde ser un sistemade extraccióny purificaciónsimultáneo,pudiendoemplearselos

extractosobtenidos directamentepara la detecciónde tas aflatoxinas sin pasos adicionalesde

purificaciónde los extractos.

VII. 2. SUMMARY

Ihe main objetive of the presentwork is to develop a new membranetechniquefor the

extraction of aflatoxin M1 in dairy products,following detectionand quantificationby an HPTLC

system.This techniquehas beenalso applied to the extractionof aflatoxins 01 and E1 in the same

products.

Thetechniquedevelopedin this work, nameddiphasicdialysis (DO>, is basedin two common

characteristicsof mostof the interestingenvironmentalandsanitaryresidues:low molecularweightand

bettersolubility in organicsolventsthanin aqueoussolutions.Theextractionby this techniqueis carried

out from aqueoussubstrates(milk, yoghurt,milk powderdissolvedinto water, andsamplesof cheese

preparedwith a sodium bicarbonatesolution>. This aqueoussubstratis separatedfrom the extraction

sotvent(trichiorometane)by a porousserni-permeablemembrane,which is preparedas a dialysis tobe

containingthe solvent.Both sampleand dialysistubeare placedinto a flask which is incubatedwith

orbital shaking.Theefficiency of theDO techniquedependson the sampleto solventvolumeratio, the

extractiontime and temperature,the samplepH value,andthe shakingspeed.

Themethodsdevelopedin this work are describednext:

1. Extractionof aflatoxinsfrom milk: thebestperformanceis obtainedwith a samplevolume

of 50 ml of milk, and using70 ml of trichlorometaneplaced into a dialysis tube of 60 cm length.The

extractionis performedduring5 hours,at 37 ~C,and150 rpm. Platesaredevelopedwith trichlorometa-

ne/methanol(95/5) anó detectionand quantificationare carriedout by meansof a densitometer.In

theseconditionsthe recoveryat the0.050yg/l level is 96% (AP NI,), 720/o (AP 0), and64% (AP Ej. The

determinationlimit is between0.010 and0.020 pg/l for the threeaflatoxins,and the detectionlimit

establishedis 0.0020ug/l (AP M1), 0.0053 pg/l (AP 03, and0.0040 Hg!l (AP E1).

2. Extraction of aflatoxins from milk powder:the best resultsare obtainedwith samptesof

6.25 g of milk powderdisolved in 50 ml of distilled water, and performing the DO under the same

conditionsmentionedaboye.The recoveryat the 0.50 pg/Kg leve! is 83% (AP M1), 87% (AP 0~), and

74% (AP E1). The determinationlimit is between0.30and0.40 pg/Kg br the threeaflatoxins,and the

detectionlimit establishedis 0.0280pg/Kg (AP NI1), 0.0299Hg/Kg (AP 0k), and0.0126pg/Kg (AP E1).
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3. Extractionof aflatoxinsfrom yoghurt:thebestperiormanceof thetechniqueis obtainedwith

samplesof 50 g of yoghurt.TheDO is carriedout in thesameway as milk andmilk powder.In these

conditionsthe recoveryat the 0.045pg/Kg level is between66 and88% (AP Mr), 62 and87% (AP 03,

and 48 and 78~/o (AP B3, dependingon the aflatoxin solution used for the contaminations.The

determinationlimit is between0.010 and 0.020pg/Kg for the threeaflatoxins,andthe detectionlimit

establishedis 0.0056Hg/Kg (AP M3, 0.0064 pg/Kg (AP Gr), and0.0043 gg/Kg (AP Br).

4. Extractionof aflatoxins from cheese:the betterconditionsto perform the DO techniqueare

obtainedwith samplesof 50 g of cheesepreparedwith 65 ml of a 0.3%sodiumbicarbonatesolution and

5 ml of a preservativesolution [Tuinstra et al., 1989],andusing70 ml of trichlorometaneplacedinto a

dialysistubeof 60cm length.Theextractionis performedduring18 hours,at 37 ~C,and150 rpm. ¡‘lates

are developedwith íricblorometane/methanol(95/5 or 90/10), and detectionand quantification are

carriedout by densitomety.In theseconditionsthe recoveryat the 0.100 pg/Kg level is 89% (AP M1),

73% (AP Gr), and65% (AP E,). The determinationlimit is between0.06 and0.08 ng/Kg for AF M1 and

between0.04 and 0.06 pg/Kg for AP G~ and AP E1. The detection limit is 0.0298pg/Kg (AP M,),

0.0339 vg/Kg (AF 03 and0.0088pg/Kg (AP E,).

In this work, it hasbeenalso developeda mini-DO methodfor the extractionof AF M1 in milk.

ThistecFmiquerequiresthe useof small volumesof sample(10 mí) andsolvent(14 mí). The extraction

is performedal 37 00 and 150 rpm. The recovery,at levels from 0.04 to 0.10 Hg/l, is between30 and

40%in one-hourextractions,andbetween50 and60%in two-hoursextractions.Thedeterminationlimit

is establishedbetween0.04 and0.05 pg!l.

Oncethedifferent methodsweredeveloped,a surveyof AP NI, in commercialmilk wascarried

out by usingthe DO techniqueto analyzeonehundredsamplesacquiredin a storein Madrid, from

lanuary lo June of 1993. The resulís show the presenceof AP M1 in
140/o of Ihe samples,with a

concentrationaverageof 0.026Hg!1 anda rangebetween0.018 to 0.042Hg!1.

Besides,with the aim of validate the DO method developedbr the extractionof AP M, in

powdermilk, thiswork includesa studycarriedoutwith certified referencematerialssuppliedby the

CommunityBureauof Reference(flOR). The resultsof theassaysperformedfrom thesematerialsshow

theeffectivity of theDO asextractionmethod.Moreover,this materialshavebeenalso useful to check

the determinationlimit establishedin the method.

Ihe DO tecniquepresentedin this work hassome advantagesoverotherextractionmethods,

mainlysimplicity andeconomyin materialsandworking time.Furthermore,this tecniqueis at thesame

time an extraction and purification method,that allows the detectionof the residuespresentin the

extractswithout previoussteps.
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