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1-Resumen

Las aflatoxinas forman parte de un grupo de metabolitos secundarios todxicos
producidos por hongos filamentosos, conocidos genéricamente como micotoxinas.
Mohos como Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus son capaces de sintetizar
aflatoxinas cuando las condiciones ambientales y nutricionales son las adecuadas.

Los hongos del género Aspergillus son muy comunes y estan muy distribuidos en la
naturaleza, sobretodo en zonas de clima cdlido y humedo. Esto incrementa en gran
medida el riesgo de contaminacién de alimentos por hongos que son capaces de
producir las aflatoxinas, generalmente por condiciones de almacenamiento
inadecuadas. La importancia de estos compuestos radica en sus efectos nocivos para la
salud humana y animal, ya que pueden actuar como agentes toxicos, carcinogénicos,
teratogénicos e inmunosupresores. Segun la RASFF (Rapid Alert System for Food and
Feed), en la actualidad se emiten mas de 500 alertas alimentarias anuales debido a la
contaminacién por aflatoxinas en distintos alimentos.

Con el propésito de aportar datos fiables sobre la presencia de estos contaminantes en
muestras de alimentos, se ha puesto a punto y validado un método para la
determinacién de aflatoxinas (By, By, G1 y G,) en distintas matrices alimentarias (frutos
secos y cereales) mediante cromatografia liquida de ultra resolucién (UPLC) acoplada a
un detector de fluorescencia, basandonos en todo momento en normas reconocidas
internacionalmente. Se han optimizado y validado pardmetros tanto del analisis
cromatografico, como de la extraccion y purificacion de las muestras, hasta obtener
una metodologia que proporciona resultados satisfactorios y cumple con los
parametros de especificidad, linealidad, sensibilidad, exactitud y precision establecidos
por la normativa europea.

Una vez validado el método se han analizado muestras de frutos secos y cereales (18
muestras de materia prima y 17 muestras comerciales recubiertas con chocolate)
aportadas por una empresa de frutos secos. Todas las muestras presentaron unos
valores de contaminacién muy bajos y en todos los casos inferiores a los limites
maximos establecidos por la legislacion, a excepcion de una de pistacho que dio un
valor muy por encima del limite.



2-Revision bibliografica

2.1 Micotoxinas y aflatoxinas

Las micotoxinas son contaminantes naturales producidos por mohos filamentosos,
principalmente de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Estos hongos
pueden crecer en una amplia gama de productos agricolas en el campo, pero también
durante la post-cosecha y el almacenamiento, pudiéndose encontrar micotoxinas en
consecuencia en diversos alimentos y piensos. El grado de contaminacion dependera
de factores como temperatura, la humedad y el sustrato (Imperato et al., 2011).

Las micotoxinas son objeto de interés mundial debido a las importantes pérdidas
econdmicas que acarrean sus efectos sobre la salud de las personas, la productividad
de los animales y el comercio nacional e internacional (Organizacion Internacional de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO), 2003). Asi, autores
como Set y Erkmen (2010) sefialan que del 5 al 10% de los productos agricolas del
mundo estan dafados por hongos y sus micotoxinas, y por ello son apartados del
consumo tanto para los hombres como para los animales. Segun la FAO, esta cifra
asciende hasta el 25% del total de los cultivos del mundo.

Hasta el momento se han identificado mas de 300 tipos de micotoxinas presentes en
materias primas, alimentos y piensos pero las que se encuentran con mayor frecuencia
como contaminantes naturales en los alimentos son aflatoxinas, ocratoxina A, toxinas
de Fusarium (deoxinivalenol, zearalenona, fumonisinas, toxinas T-2 y HT-2) y patulina.

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios altamente téxicos producidos por
hongos pertenecientes a varias especies de Aspergillus, principalmente A. flavus y A.
parasiticus.

Estos mohos estan ampliamente difundidos en la naturaleza, en climas tanto
templados, como tropicales y subtropicales y pueden contaminar los alimentos cuando
éstos son cultivados, procesados, transformados o almacenados en condiciones que
favorezcan su desarrollo.

Su descubrimiento se produjo a principios de la década de 1960 en Inglaterra, con la
aparicion de una enfermedad en los pavos y en otros animales domésticos
(denominada inicialmente la enfermedad X del pavo) que produjo la muerte a unos
100.000 animales. El origen de la enfermedad se encontré en el alimento de los
animales que contenia torta de cacahuetes prensada. En el alimento, se detecto el
hongo Aspergillus flavus, que se determiné como hongo responsable del problema, y
también fueron aislados sus metabolitos toxicos, las aflatoxinas. Las aflatoxinas son
llamadas asi como un acrénimo de Aspergillus flavus toxin (Juan et al., 2008).

Hasta la fecha se han identificado 18 tipos de aflatoxinas, pero las Unicas que tienen
importancia como contaminantes de los alimentos son 6: las aflatoxinas By, B,, G4, G,,
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M1 y M, (Soriano del Castillo, 2007). Las aflatoxinas B; y B, son producidas por los
hongos A. flavus y A. parasiticus, mientras que las aflatoxinas G; y G, sélo pueden ser
producidas por A. parasiticus (Ehrlich et al., 2007). Las aflatoxinas M; y M, son
metabolitos oxidativos de las aflatoxinas B; y B, y son excretados en leche (AESAN,
2011). Dado que el objetivo de este trabajo es la determinacion de la contaminacién
por aflatoxinas en muestras de frutos secos, nos centraremos principalmente en el
estudio de las aflatoxinas By, By, G y G».

Las aflatoxinas pueden contaminar muchos productos agricolas, como frutos secos,
cereales y especias (Fu et al., 2008), siendo los pistachos los productos con el mayor
riesgo de contaminacion por aflatoxinas (Cheraghali et al., 2007; Abdulkatar et al.,
2000, 2004).

La exposicion humana a las aflatoxinas puede ser directa por la ingestion de materiales
vegetales contaminados o sus productos, o indirecta, por el consumo de alimentos de
origen animal, contaminados a partir de piensos con los que se alimenta el ganado.
Estos contaminantes pueden causar tanto toxicidad aguda como croénica. Dafios de
tipo agudo en higado, cirrosis, induccion de tumores y efectos teratogénicos entre
otros, se han documentado en la literatura como consecuencia de la exposicion a estos
compuestos (Soriano del Castillo, 2007).

2.2-Hongos productores de aflatoxinas: factores que influyen en su desarrollo
y en la produccion de toxinas

Las especies de Aspergillus se encuentran en cualquier parte del mundo, pudiendo
crecer en una gran variedad de condiciones ambientales tanto en pre como post-
cosecha (Copetti et al.,, 2011) y sobre una gran cantidad de materias primas y
alimentos. Por eso, hay una elevada cantidad de productos que pueden ser
susceptibles de contaminacion. La presencia de Aspergillus no necesariamente implica
presencia de aflatoxinas pues hay cepas no toxigénicas; sin embargo, lo que es mas
interesante, la ausencia de Aspergillus en el alimento no necesariamente implica que
el alimento no tenga aflatoxinas, debido a que la toxina puede persistir aun después de
gue el moho haya desaparecido.

Aspergillus spp requiere ciertas condiciones especiales para su crecimiento y la
produccién de aflatoxinas. Estos patrones, son similares para los principales hongos
productores de aflatoxinas, A. flavus y A. parasiticus.

En relacién a los factores implicados en el crecimiento de los hongos pertenecientes al
género Aspergillus en los alimentos, éstos son tanto propios del medio en el que se
desarrollan (pH, composicidon del alimento, actividad de agua o el dafio que pueda
presentar el alimento, ya sea causado por insectos o por dafios mecanicos), como



factores extrinsecos: humedad ambiental, oxigeno, tiempo que disponen de
crecimiento, temperatura de almacenamiento y competencia microbiana.

Asi, tanto A. flavus como A. parasiticus crecen en un intervalo de temperatura de 10-
12 a 42-43 °Cy, 6ptimamente, entre 32 y 33 °C. Pueden crecer en un intervalo de pH
amplio comprendido entre 2 y 11, con un crecimiento éptimo entre 5y 8. En cuanto a
la actividad de agua (aw), los valores minimos de crecimiento estan entre 0,80y 0,83 y
el 6ptimo en 0,98-0,99.

- . wlze E“*'“-'.‘”\'-'
Figura (1): A. flavus y A. parasiticus

Con respecto a la produccién de toxinas, existen algunas diferencias entre las dos
especies. En el caso de A. flavus puede producir aflatoxinas a una temperatura entre
13y 31-37 °C, siendo su 6ptimo en un rango de 16 a 31 °C. En el caso de la actividad de
agua (ay), el rango estd entre 0,82 y mas del 0,99 y su 6ptimo es 0,95-0,99.

Para el caso de A. parasiticus las temperaturas varian entre 12 y 40 °C, y su
temperatura optima es 25 °C. El pH para la toxinogénesis va desde 2 a mds de 8§,
estableciéndose su 6ptimo a pH 6. Y por ultimo la actividad de agua (ay) va desde 0,86-
0,87 a mas de 0,99 y su 6ptimo es de 0,95 (AESAN, 2011).

El amplio abanico de factores que influyen en el crecimiento de los mohos y la
produccién de toxinas, muestra que el control en todos ellos es dificil con lo que es
practicamente imposible evitar al cien por cien una posible contaminacién (Codex
committee on food additives and contaminants (Codex Alimentarius), 2006).

Asi, en relacion al clima A. flavus y A. parasiticus estan adaptados a crecer en climas
calidos, y por lo tanto a temperaturas elevadas. Otro de los factores climaticos que
influyen mucho en el crecimiento de estos hongos es la humedad alta. Las
combinaciones de temperatura alta y gran humedad, por ejemplo después de lluvia
cerca del tiempo de la cosecha de los alimentos produce concentraciones inaceptables
de aflatoxinas en zonas contaminadas por estos hongos (Russel et al., 2010)

Asimismo, durante el cultivo es necesario evitar situaciones de estrés para la planta,
como falta de agua, contaminaciéon ambiental o malas hierbas. Ademas tienen que
vigilar que no sufran la accion de los insectos sobre ellas, ya que se producirian dafios
mecdnicos y asi se facilita su contaminacién (Codex Alimentarius, 2006).



La recoleccion de los frutos y semillas deberd comenzar tan pronto como sea posible
para minimizar los problemas relacionados con la contaminacidn por Aspergillus,
aplicando buenas practicas de recoleccién, transporte y manipulacion (Codex
Alimentarius, 2006). Los alimentos deberan ser revisados y eliminar los que estén
rotos o dafiados. Ademads se tendra que quitar la vaina de los frutos que la posean.
(Rodrigues et al. 2012).

El transporte hasta una instalacion de almacenamiento, debe producirse tan pronto
como sea posible. Se requiere el uso de contenedores limpios, secos y protegidos
contra la lluvia y los insectos.

Después del secado los frutos deben almacenarse a unos centimetros del suelo
protegidos contra la lluvia y las plagas, y controlando las condiciones de temperatura y
a una humedad relativa inferior al 80% (Rodrigues et al. 2012).

2.3-Propiedades fisico-quimicas de las aflatoxinas

Las aflatoxinas se consideran como productos metabdlicos secundarios, es decir que
no tienen una funcién directa en el metabolismo vital fisiolégico del moho sino
parecen ser un factor de defensa para un medio hostil.

Quimicamente, se trata de compuestos fluorescentes con una estructura cumarinica
condensada con un bifurano y una pentanona (aflatoxinas B) o una lactona (aflatoxinas
G) (Figura 2). Sus pesos moleculares oscilan entre 312 y 350. La denominacion B es
resultado de la exhibicién de fluorescencia de color azul bajo la luz ultravioleta
mientras que la G se refiere a la fluorescencia verde de estas estructuras bajo la luz
ultravioleta (AESAN, 2011).

Se trata ademas de compuestos que presentan una baja solubilidad en el agua,
mientras que son solubles en cloroformo, soluciones acuosas de metanol, acetonitrilo
o acetona. En su forma pura son inestables a la luz y al aire y pueden dafarse asimismo
con amoniaco o con soluciones de hipoclorito de sodio. Asimismo son
termorresistentes con un punto de fusidn superior a 250 °Cy estables en un rango de
pH entre 3 y 10 (Soriano del Castillo, 2007).
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Figura (2): Estructura quimica de las aflatoxinas (Otta et al., 2000)

2.4-Presencia de aflatoxinas en alimentos

Son numerosos los informes y articulos cientificos que evidencian la presencia de
aflatoxinas en distintas matrices alimentarias como consecuencia del desarrollo de los
hongos tanto pre como post-cosecha. Es mas, la toxina puede persistir en el alimento
aungue el hongo toxigénico haya desaparecido y al presentar una elevada estabilidad
térmica, son resistentes a la degradacién bajo procedimientos de coccién normales, lo
cual hace que sea dificil eliminarlas una vez que se producen. Sin embargo, durante el
procesado del alimento puede lograrse el objetivo de reducir la exposicion alimentaria
a las aflatoxinas mediante la seleccién u otro tratamiento fisico antes del consumo
humano directo o de su utilizacién como ingredientes de productos alimenticios.
(AESAN, 2011).

En la siguiente tabla, se pueden observar diferentes niveles de concentracién que han
encontrado en frutos secos y cereales, proveniente de muestras diferentes y de paises
diferentes.



Tabla (1): Datos de concentracion de aflatoxinas en el mundo

Alimento Pais de Aflatoxinas Autor
procedencia
Espaiia 0,13 ug/kg AFB; Ibadfez-Vea et al., 2012
Cebada 1,89 x 10 pg/kg AFB,

0,01 pg/kg AFG,
3,97 x 10 pg/kg AFG,

Cacahuete Pakistan 6,34 ug/kg AFTs Luttfullan et al., 2011
Almendra 2,13 pg/kg AFTs

China 1,0 ug/kg AFB, Huang et al., 2010
Cacahuete 0,7 ug/kg AFB,

0,2 pg/kg AFG,
0,6 ug/kg AFG,
Cacahuete China 1,0 ug/kg AFB, Haung et al., 2010
0,7 ug/kg AFB,
0,2 pug/kg AFG,
0,6 ug/kg AFG,

Pistacho Iran 0,12 pg/kg AFB; Arifio et al., 2009
0,06 pg/kg AFB,

Cacahuete China 0,13 ug/kg AFB; Blesa et al., 2003
0,61 pg/kg AFG;

Pistacho Irdn 6 ug/kg AFTs Abdulkadar et al., 2000

AFB;: Aflatoxina B;; AFB,: Aflatoxina B,; AFG;: Aflatoxina G;; AFG,: Aflatoxina G,; AFTs: Aflatoxinas
totales

A pesar de ser muchos los productos agricolas que pueden contaminarse por
aflatoxinas, estos compuestos afectan principalmente a frutos secos (almendras,
avellanas pistachos, anacardos, etc), frutas desecadas, especias, aceites vegetales
crudos y maiz (EFSA, 2009). En cereales como el trigo, el arroz, o la cebada la
presencia de aflatoxinas es menos frecuente pero pueden aparecer con relativa
facilidad.

Un ejemplo de la importancia de estos contaminantes, lo encontramos en el elevado
numero de notificaciones generadas a través del Sistema de Alerta Rapida para Piensos
y Alimentos de la Unién Europea (RASFF, Rapid Alert System for Food and Feed). Este
sistema en forma de red, esta destinado a notificar de forma semanal los riesgos
directos o indirectos para la salud humana y que se deriven de alimentos o piensos
como consecuencia de la presencia de todo tipo de peligros: fisicos (vidrio, plastico...),
guimicos (contaminantes ambientales, micotoxinas...) y bioldgicos (Listeria,
Salmonella...). En él participan los Estados miembros, la Comisién y la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria. Ademas, al concluir el afio se elabora un resumen
de todas las alertas producidas.



En la siguiente tabla, se recoge la evolucidn de las notificaciones relacionadas con la
presencia de aflatoxinas, registradas en los ultimos afios a través del RASFF.

Tabla (2): Notificaciones relacionadas con la presencia de aflatoxinas en piensos y alimentos en
los ultimos afios (RASFF, 2011)

Notificaciones Ano Notificaciones
2002 288 2007 705
2003 762 2008 902
2004 839 2009 638
2005 946 2010 649
2006 801 2011 585

A modo de ejemplo, en la tabla 3 se muestra la relacidon de alimentos que han dado
lugar a estas notificaciones con respecto al afio 2011. Estos datos confirman como los
frutos secos y las semillas son los alimentos en los que mas frecuentemente se
detectan estos contaminantes, pues ademads, estos alimentos presentan una
composicion quimica con una elevada concentracion de carbohidratos y bajo
contenido acuoso que favorece la produccidn de las aflatoxinas (Essono et al., 2009).

Tabla (3): Notificaciones de aflatoxinas por categoria de alimento (RASFF, 2011).

Categoria de alimento Numero de notificaciones

Cereales y productos de panaderia
Pienso

Frutas y verduras
Hierbas y especias
Frutos secos y semillas
Otras

2.5-Efectos toxicoldgicos de las aflatoxinas

Las aflatoxinas B y G son micotoxinas genotdxicas y carcinogénicas. Su ingesta se ha
asociado con el dafo hepatico agudo, cirrosis hepatica, la induccién de tumores y
efectos teratogénicos (Fu et al.,, 2008). De hecho, las aflatoxinas son consideradas por
la Agencia Internacional para la Investigacion del cédncer (IARC) como evidente
cancerigeno en animales de experimentaciéon y en humanos (IARC, 2002, 2012).

Sin embargo, aunque la ruta mas conocida de exposicion de aflatoxinas para humanos
y animales es a través de la dieta, existe evidencia de que las aflatoxinas pueden entrar



por via respiratoria, siendo inhaladas como particulas de polvo y provocando casos
agudos y crénicos de intoxicacién por esta toxina.

Una vez ingeridas, las aflatoxinas son absorbidas en el intestino delgado vy
transportadas por los glébulos rojos y las proteinas plasmaticas hasta el higado. Alli la
toxina entrard en las células y seran metabolizadas (Soriano del Castillo, 2007).

Las manifestaciones clinicas de la aflatoxicosis pueden ser de tipo agudo que se
producird cuando se ingieran grandes cantidades de aflatoxinas en periodos de tiempo
relativamente cortos, y de tipo crénico que es la forma mas frecuente y en cierta
forma mas dificil de identificar, y es debido al consumo de alimentos contaminados
con niveles bajos durante largos periodos de tiempo (Soriano del Castillo, 2007).

Las caracteristicas del tipo agudo son vomitos, dolor abdominal, edema pulmonar, asi
como infiltracion grasa y necrosis del higado. Al llegar las aflatoxinas al higado se
producira una infiltracién de lipidos que originara necrosis y muerte celular hepatica,
produciéndose asi todos los sintomas relacionados. No obstante, la aparicidén de este
cuadro en seres humanos es sumamente escasa (Soriano del Castillo, 2007).

La intoxicacién crdnica por aflatoxinas, se produce principalmente por la aflatoxina B1
gue es un potente carcinogénico. Sus principales sintomas son cancer de higado,
hepatitis cronica, hepatomegalia y cirrosis.

2.6-Legislacion

Debido a la toxicidad de estos compuestos y con el fin de garantizar una proteccién
eficaz de la salud publica, son varios los paises que desde hace tiempo han fijado
limites para la presencia de aflatoxinas en piensos y alimentos. Asi, en Espafia, ya
existia una norma reguladora desde el Real Decreto 475/1988, en la cual se establecian
los limites maximos permitidos de aflatoxinas B;, By, G; y G, en alimentos para
consumo humano, de 10 pg/kg para la suma de las cuatro aflatoxinas y de 5 pg/kg para
la aflatoxina B;.

Recientemente, en la Unién Europea se han armonizado los contenidos maximos
admitidos de estos contaminantes, mediante el Reglamento 1881/2006 (y posteriores
modificaciones) por el que se fija el contenido maximo de determinados
contaminantes en los productos alimenticios.

En la tabla 4 se muestran los limites maximos vigentes en la actualidad para las
aflatoxinas objeto de estudio. Estos limites se corresponden con los publicados en el
Reglamento (CE) N2 165/2010, ultima actualizacién sobre los contenidos maximos para
la aflatoxina B; y la suma de aflatoxinas B4, By, G1 y G, en diversos alimentos, entre los



que se incluyen aquellos en los cuales la contaminacidn por este tipo de toxinas resulta
mas frecuente y puede resultar mas peligrosa para la salud humana.

Tabla (4): Limites maximos de aflatoxinas establecido por el Reglamentos (CE) 1881/2006 y
sucesivas modificaciones

Producto alimentario Limite maximo Limite maximo suma
B1 (ug/kg) B1,B2,Gly G2
(ng/kg)

Almendra

Almendra procesada
Cacahuete

Cacahuete procesado
Maiz tostado
Avellana

Avellana procesada
Pistacho

Pistacho procesado

La actualizacion de los limites maximos establecida en el Reglamento (CE) N2 165/2010
supone un incremento con respecto a los previamente establecidos en el Reglamento
(CE) N2 1881/2006. Este aumento se produjo debido a una propuesta del Cédex
Alimentarius y en vista de los resultados obtenidos por el Panel Cientifico de
Contaminantes de la EFSA (CONTAM), quien dictaminé que esta medida tendria poco
impacto desde el punto de vista de exposicion del consumidor, riesgo de cancer y
margenes de exposicion calculados (EFSA, 2007).

Igualmente, para proteger la salud publica y la sanidad animal, se debe ejercer un
control estricto de los productos destinados a la alimentacién animal, para lo que se
han dictado unos contenidos maximos de aflatoxinas en los productos destinados a la
alimentacion animal y estan recogidos en la Directiva 2003/100/CE.

2.7- Métodos analiticos de determinacion de aflatoxinas en alimentos

Los programas de control y proteccién de la salud publica frente a los contaminantes
toxicos presentes en los alimentos dependen principalmente de los andlisis
laboratoriales realizados. Sin embargo, el muestreo y analisis de micotoxinas es un
proceso complejo debido a la presencia de posibles interferencias y efectos de matriz
que complican la determinacién de estos analitos, los bajos limites de deteccidon
requeridos y a que su distribucién en las matrices es muy heterogénea.
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Por ello, el proceso de determinacién de micotoxinas en alimentos sélidos y liquidos se
realiza en varias fases que en términos generales incluyen el muestreo y preparacién
de la muestra (moler y homogeneizar en el caso de los alimentos sélidos y ultrasonicar
en el caso de alimentos liquidos), extracciéon y posterior purificacion para eliminar
interferencias y finalmente determinacion mediante técnicas instrumentales.

Ademas, dichos analisis pueden llevarse a cabo mediante el uso de métodos
cualitativos o de cribado y/o métodos cuantitativos. Estos primeros serviran para
determinar la presencia/ausencia de un determinado analito en una muestra o
presencia/ausencia por encima de un determinado nivel, con lo que continuaremos el
proceso de analisis cuantitativo sélo con aquellas muestras que sean positivas. En el
caso de las técnicas cuantitativas podremos determinar la concentracion exacta de
cada aflatoxina existente en la muestra.

Asi, en la literatura revisada, para la determinacién de aflatoxinas en alimentos se ha
descrito el uso de la cromatografia de capa fina (TLC, thin-layer chromatography),
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, high-performance liquid
chromatography) o la técnica inmunoenzimatica ELISA (Haung et al., 2010).

Sea cual sea la técnica empleada y con el fin de garantizar que los laboratorios de
control utilizan métodos de analisis con niveles de eficacia comparables, el Reglamento
(CE) n? 401/2006 de 23 de febrero de 2006 por el que se establecen los métodos de
muestreo y de andlisis para el control oficial del contenido de micotoxinas en los
productos alimenticios, establece criterios generales a los que deben ajustarse los
métodos de analisis de estos contaminantes.

Ademas, existen varios organismos internacionales que elaboran y publican métodos
de analisis de micotoxinas en alimentos. Algunos de estos organismos son la AOAC
(Association of Official Analytical Chemists), CEN (Comité Europeo de Normalizacion) o
la ISO (Organizacién Internacional de Normalizacion). En el caso de Espafia, existe
AENOR (Asociacién Espafiola de Normalizacién y Certificacidn), que adopta y convierte
las normas ISO y CEN en normas espafiolas (UNE).

En la actualidad estdn vigentes dos normas UNE que regulan de determinacién de
aflatoxinas en alimentos. Estas son la UNE-EN ISO 16050:2011: “Determinacién de
aflatoxina B1, y contenido total de aflatoxinas By, B, G; y G, en cereales, nueces y
productos derivados. Método por cromatografia liquida de alta resolucion”; y la norma
UNE-EN 14123:2008: “Determinacion de aflatoxina B; y de la suma de las aflatoxinas
B, By, G1 ¥ G, en avellanas, cacahuetes, pistachos, higos y pimentén molido. Método
por cromatografia liquida de alta resolucion con transformacion quimica postcolumna
y purificacion en columna de inmunoafinidad”.
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En relacion a las columnas de inmunoafinidad, éstas son muy utilizadas y constituyen
el estandar actual para la purificacién de micotoxinas en andlisis de alimentos. La
columna estd constituida por un gel con anticuerpos monoclonales anti-aflatoxinas
inmovilizados. En el momento de adicionar la muestra se produce una reaccién
antigeno-anticuerpo lo que le confiere una alta selectividad. Asi, la proporcién de
impurezas que quedan fijadas a la columna es pequena, y éstas se eliminan en una
etapa de lavado con agua milliQ o PBS, para evitar cambios de pH que podrian afectar
a la union antigeno-anticuerpo.

Para conseguir la elucidn de las aflatoxinas se utiliza metanol que rompe la unién de
éstas con los anticuerpos.

Activacién y Adicion de la Lavado Elucién
acondicionamiento muestra

Matriz

-

hd

ma’
m

Il il jl o [

Figura (3): Esquema del proceso de purificacion con columna de inmunoafinidad

2.7.1-Métodos instrumentales

Una vez se haya realizado el proceso de purificacién, se requiere de un método
analitico para cuantificar la concentracion de de aflatoxinas que contienen las
muestras. Como se ha comentado anteriormente, existen varias posibilidades
cromatograficas como la cromatografia en capa fina (TLC) o la cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC). Ademas existen técnicas inmunoquimicas como el ELISA que es
un método de cribado, que puede ser cualitativo o cuantitativo.

Se ha rechazado el uso de la TLC ya que es una técnica con baja separacion, precision y
sensibilidad. También se ha descartado el uso de la técnica de ELISA debido a que es
un método de cribado y aunque es rapido y sensible puede dar bastantes falsos
positivos (Huang et al., 2010).

El método mas utilizado para detectar aflatoxinas se basa en técnicas cromatograficas
como el HPLC combinados con un detector de fluorescencia o con nuevos equipos
como el UPLC (Ultra Pressure Liquid Chromatography) que mejoran sus caracteristicas.

La cromatografia es un procedimiento analitico que se basa en la separacion,
identificacion y cuantificacion de los constituyentes de una mezcla. El principio se
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fundamenta en los equilibrios de concentracién de los compuestos presentes entre
dos fases no miscibles. Una de ellas, llamada fase estacionaria, estd inmovilizada en
una columna o fijada sobre un soporte y la otra, llamada fase moévil, se desplaza en el
seno de la primera. La velocidad de elucién de los analitos de interés presentes en la
fase movil dependerd de la solubilidad de éstos en la fase mévil y de la fuerza de
interaccion de dicho compuesto con la fase estacionaria.

Las técnicas cromatograficas requieren conocer las caracteristicas fisicoquimicas y la
estructura molecular para una adecuada separacion y determinacion de las aflatoxinas
dependiendo de su polaridad.

En estas técnicas tanto la fase modvil como la fase estacionaria juegan un papel
importante en la separacién, lo que hace que la retencién cromatografica sea el
resultado del trinomio fase movil/fase estacionaria/analito. Utilizamos para el analisis
de micotoxinas cromatografia en fase reversa que se basa en la utilizacion de solventes
polares como el metanol o el acetonitrilo que constituyen la fase maovil.

La linea base en el método de cromatografia corresponde al trazado obtenido en
ausencia del compuesto eluido. La separacién se completa cuando en el cromatograma
aparecen tantos picos como analitos existan en la mezcla objeto de analisis. El tiempo
de retencion de cada uno de estos analitos es el tiempo que transcurre desde que se
inyecta la muestra en el cromatdgrafo hasta que el pico correspondiente a cada
compuesto eluido alcanza su maximo de altura.

2.7.1.1-Cromatogrdfia liquida de ultra resolucion (UPLC)

El ULPC es un sistema de cromatografia liquida como el HPLC, pero incorpora nuevas
caracteristicas que lo hacen mucho mas dptimo para el analisis de las aflatoxinas. Las
siglas UPLC son una marca registrada de Waters Corporation, aunque se suele utilizar
para designar a otros equipos con sus mismas caracteristicas.

La principal diferencia a destacar del UPLC (Ultra pressure liquid chromatography) si se
compara con el HPLC es que funciona a mas alta presion con lo que la optimizacién en
reactivos y tiempo es considerable.

Se trata de un sistema que consta de un reservorio de fase mavil, cuatro bombas,
inyector, columna de separacién (de longitud mas corta y menor tamafio de particula
gue las convencionales) y detector. En nuestro caso al ser toxinas fluorescentes
necesitaremos un detector de fluorescencia (FLD).

La muestra después de toda la preparacién se hace pasar a través de una fase
estacionaria (apolar) que se mantiene fija en una columna y los analitos de interés se
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distribuyen entre la fase mévil y la estacionaria dependiendo de la afinidad por cada
una de ellas. Se eluyen en primer lugar los compuestos mas solubles en la fase mavil,
mientras que los que permanecen mas tiempo retenidos son aquellos que son
apolares.

En el caso del HPLC para poder detectar las micotoxinas se requiere de una
derivatizacién de las mismas para aumentar su sefal. Se puede utilizar la derivatizaciéon
precolumna, que es un proceso quimico con compuestos como el acido
trifluoroacético (TFA) (Shakir et al., 2010). También existe la derivatizacion
postcolumna, la cual puede ser con compuestos como el bromo, o con células de
derivatizacién como kobra-cell o phRED.

En el caso del sistema ACQUITY UPLC’ posee una celda de fluorescencia con un
volumen de capacidad mucho mayor (13 pL en comparacion de los 2 uL del HPLC), lo
gue le permite analizar las aflatoxinas sin ningun tipo de derivatizacion. El mayor
volumen de su célula es suficiente para aumentar la sefial fluorescente de las toxinas y
que puedan ser captadas por el equipo (Fu et al., 2008; Han et al., 2010).

Ademas este equipo puede trabajar a presiones de hasta 100 Mpa, lo que le permite
ser mucho mas rapido y ahorrar muchos reactivos. Esto produce que el UPLC con
respecto al HPLC sea mucho mds preciso y sensible (Novakova et al., 2006).
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3- Justificacion y objetivos

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos pertenecientes a
varias especies de Aspergillus, principalmente A. flavus y A. parasiticus. Estas toxinas
se pueden encontrar como toxicos naturales en muchos productos agricolas,
fundamentalmente en frutos secos, cereales y especias.

Debido a las grandes pérdidas econdmicas que acarrea su presencia en los alimentos
junto a su demostrada actividad genotdxica y carcinogénica, en la actualidad las
aflatoxinas son objeto de interés internacional, especialmente para las distintas
autoridades sanitarias.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se hace indispensable disponer de métodos
de analisis rapidos y fiables que permitan a los distintos laboratorios aportar datos de
contaminacién por aflatoxinas en los alimentos con el fin de asegurar la calidad de los
mismos y controlar el riesgo para la salud publica.

Es por ello que en este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

- Desarrollar y poner a punto un método de analisis de aflatoxinas en muestras de
frutos secos y cereales, basado en la purificacién por columna de inmunoafinidad y
determinacion por cromatografia liquida de ultra resolucién (UPLC).

- Validar el método analitico desarrollado teniendo en cuenta las recomendaciones
internacionales sobre el muestreo y analisis de micotoxinas en los productos
alimenticios, asi como las directrices generales relativas al funcionamiento de los
métodos analiticos y la interpretacidn de los resultados.

- Investigar las tasas de contaminacion por aflatoxinas en distintas muestras de frutos
secos y maiz comercializados en Espafia.
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4-Material y métodos

4.1-Material, equipos y reactivos

4.1.1-Material

-Material de laboratorio estandar:

-Material de vidrio: Viales de color ambar de 2 y 4 mL, embudos, pipetas
Pasteur.

-Material de plastico: Tubos Falcon de 50 mL, puntas de micropipeta.
-Papel de filtro Whatman n21.
-Columnas de inmunoafinidad: Aflatest (Vicam) y Aflaprep (R-Biopharm).

-Micropipetas de volumen variable (2-20 pL, 20-200 uL y 100-1000 pL) (RAININ)

4.1.2. Equipos
- Cromatdgrafo de liquidos UPLC Acquity Ultra Performance H-Class (Waters):

¢ Sistema de bombeo cuaternario.

Inyector automatico.
e Detector de Fluorescencia (FLD).

¢ Columna cromatografica de fase reversa octadecil BEH (tecnologia de Waters
con silica) C18 de 100 mm de longitud x 2,1 mm de didmetro y 1,7 um de
tamafio de particula.

¢ Unidad de control del equipo y tratamiento de datos con el programa software
Empower de Waters.

-Balanza analitica monoplato 204/01ML (Mettler Toledo).
-pHmetro con precision de 0,01 unidades de pH FE20 (Mettler Toledo).

-Homogeneizador Ultraturrax SilentCrusher M con vastago de dispersion de acero
inoxidable (Heidolph).

-Rotatubos SA8 (Stuart).

-Molino Kniftec 1095 Tecator AB con refrigeracion con agua de red (Foss).
- Blogue calentador de tubos Tembloc P (Selecta).

-Centrifiuga Allegra X-22 (Beckman Coulter).

- Equipo MilliQ plus (Millipore).
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4.1.3-Reactivos

- Patron mix de aflatoxinas (solucion madre) con concentraciones de 1 ug/mL de B, y
Gy, y de 0,3 pg/mL de B, y G, en metanol y 99% de pureza (Supelco Inc.) Segun
recomendaciones del laboratorio que los suministra, este patron se mantiene en
condiciones de refrigeracion a 8 °C.

-Metanol (CH30H) grado HPLC (Merck).

-Acetonitrilo (CH3CN) grado HPLC (Merck).

-Hexano (CgH14) grado HPLC (Panreac Quimica).

-Cloruro de sodio (NaCl) (Panreac Quimica).

- Fosfato de hidrégeno disddico dihidratado (NaH,P0O4.2H,0) (Panreac Quimica).
- Fosfato disodico dodecahidratado (Na,HPO4.12H,0) (Panreac Quimica).

- Acido ortofosférico (H3PO,) al 85% de pureza (Panreac Quimica).

- Hidréxido sédico (NaOH) (Panreac Quimica).

- Agua desionizada calidad milliQ.

4.1.3.1-Preparacion de reactivos

-Disolucidn para el acondicionamiento y lavado de las columnas de inmunoafinidad.
Preparacion de un tampon fosfato salino, a pH (7,4) (PBS): Para la preparacion se
afladen en un matraz aforado de 1 L, 0,563 g de fosfato de hidrégeno disddico
dihidratado (NaH,P04.2H,0), 4,724 g de fosfato disodico dodecahidratado
(Na;HPO4.12H,0) y 9,04 g de cloruro sédico (NaCl) en 900 mL de agua destilada. Se
ajusta el pH a 7,4 con acido ortofosférico al 85% y/o hidroxido sédico, y después se
enrasa a 1 L con agua destilada. Esta solucion se conserva en refrigeracion a 8 °C.

-Fase mavil para el UPLC: Se mezclan 30 partes por volumen de metanol, con 55
partes por volumen de agua desionizada calidad milliQ y 15 partes por volumen de
acetonitrilo.

-Disolucion para la extraccion de aflatoxinas en muestras de frutos secos y cereales
(Norma UNE-EN ISO 16050:2011): metanol al 70%. El metanol al 70% se obtuvo al
mezclar 70 mL de metanol con 30 mL de agua milliQ en un frasco de 100mL.
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-Disolucidn para la extraccion de aflatoxinas en muestras de frutos secos y cereales
(Norma UNE-EN ISO 14123:2008): metanol al 80%. El metanol al 80% se obtuvo al
mezclar 80 mL de metanol con 20 mL de agua milliQ en un frasco de 100 mL.

4.1.3.2-Preparacion _y _mantenimiento _de _patrones _de

calibracion

Basandonos en la Norma UNE-EN ISO 16050:2011, cada dia de trabajo se realizé una
curva de calibrado de los compuestos a determinar. Debido a la baja concentracidn de
aflatoxinas esperada en las muestras, para su elaboracién se dispuso de soluciones
patron con valores mds bajos de concentracion de analito que los sugeridos
inicialmente por la norma.

Partiendo del patron puro, se dispuso de una solucion madre de 1 pug/mLde B,y G; y
0,3 pg/mL de B, y G,. A partir de la soluciéon madre se elabord una solucion intermedia
de 100 ng/mL de B; y G; y 30 de B, y G, en la fase movil de eleccidon
(Agua/Metanol/Acetonitrilo) (55/30/15).

A partir de esta solucién intermedia, se prepararon el resto de las soluciones patrén de
calibracion en la fase moévil de eleccién a las concentraciones que se indican: 0,125;
0,25;0,5; 1; 2; 4y 10 ng/mL para B; y 61, y de 0,035; 0,075; 0,15; 0,3; 0,6; 1,2 y 3 ng/mL
para B, y G,.

Tanto la solucion madre como las soluciones patrén de aflatoxinas en fase movil
preparadas, se mantuvieron en un vial ambar en refrigeracién a 8 °C. Es necesario que
los viales sean de color dmbar ya que las aflatoxinas son muy sensibles a la luz y
podrian degradarse.

Antes del empleo de las soluciones patrén, éstas se dejaron atemperar a temperatura
ambiente durante al menos 1 hora.

Tras su inyeccidon en el sistema cromatografico se representaron las rectas de
calibracion, obteniendo la ecuacion de la recta con la que calcular las concentraciones
para cada tipo de aflatoxina estudiada en cada una de las muestras analizadas.

4.1.4-Precauciones y normas de trabajo

La manipulacién de estos compuestos debe realizarse siempre con guantes para evitar
entrar en contacto con las toxinas. Ademas las soluciones de aflatoxinas tienen que
estar protegidas de la luz directa, ya que si no se degradarian. También hay que prestar
atencién al material de vidrio, que tendrd que ser lavado tres veces antes de su uso
con metanol (Bacaloni et al., 2008). Para la descontaminacion de éste asi como del
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material de plastico que ha estado en contacto con las micotoxinas se sumergen en
una solucion diluida con lejia comercial al 10%.

4.2-Muestreo y preparacion de las muestras

El estudio se ha llevado a cabo con muestras de frutos secos y de frutos secos con
chocolate procedentes de una empresa de la Comunidad Auténoma de Aragdn. Los
frutos secos son considerados como materia prima en la empresa, mientras que las
muestras con chocolate son destinadas a la venta directa al consumidor. En estas
ultimas, se afadieron azlcares y algunas presentaban ademas en su composicién
cereal. Asimismo, se han analizado muestras de maiz, ya que aunque sea un cereal, es
habitual su consumo como snack y que como se ha visto anteriormente, se trata de un
producto en el que la contaminacién por aflatoxinas es frecuente (Fu et al., 2008). El
envio de los alimentos por parte de la industria se realizé durante los meses de junio,
julio y agosto de 2012.

El nimero y tipo de muestras analizadas se detalla en la figura 5.

Las muestras de materia prima y las muestras con chocolate se recibieron en formato
de 1000 g. Todas las muestras se mantuvieron en su envase original hasta el momento
del analisis. Ninguno de los frutos secos sufrié un tratamiento antes de la recepcion, a
excepcion del maiz que fue tostado.

Las muestras de materia prima se conservaron en refrigeracion a 8 °C, mientras que las
muestras de chocolate se congelaron para evitar que se derritieran en el proceso de
molienda. De cada muestra se tomaron 100 g y se trituraron con un molino con
refrigeracidn por agua, para comenzar la extraccion de las mismas.

Figura (4): Muestras de frutos secos con chocolate
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3 muestras de materia prima

Tipo marcona

2 muestras con cobertura de

Almendra chocolate

1 muestra con cobertura de

Tipo california chocolate

3 muestras de materia prima

Avellana —

2 muestras con cobertura de
chocolate

3 muestras de materia prima
2 muestras con chocolate y aztcar
2 muestras con chocolate, azlcar y
cereal
Cacahuete
Tipo argentino 2 muestras con chocolate y aztcar

3 muestras de materia prima

2 muestras con chocolate, azucar vy
cereal

3 muestras de materia prima

Pistacho

2 muestras con cobertura de
chocolate

3 muestras de materia prima

e 2 muestras con cobertura de chocolate

Figura (5): Muestras de frutos secos y muestras con chocolate analizadas
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4.3-Optimizacion y validacion de un método analitico para la determinacion

de aflatoxinas en frutos secos y maiz

La metodologia que se va a optimizar en este trabajo consiste en una extraccion de las
aflatoxinas presentes en las muestras por agitacion en ultraturrax con una disolucién
metandlica, seguido de una filtracién, dilucién y purificacion del extracto orgdnico
obtenido mediante columnas de inmunoafinidad y determinacion final de las toxinas
mediante cromatografia liquida UPLC.

El método desarrollado se basa principalmente en la norma UNE-EN ISO 16050:2011:
“Determinaciéon de aflatoxina By, y contenido total de aflatoxinas By, By, G1 y G, en
cereales, nueces y productos derivados. Método por cromatografia liquida de alta
resolucién”, en la norma UNE-EN 14123:2008 para la “Determinacion de aflatoxina B; y
de la suma de las aflatoxinas B;, By, G; y G, en avellanas, cacahuetes, pistachos, higos y
pimentdn molido. Método por cromatografia liquida de alta resolucion con
transformacion quimica postcolumna y purificaciéon en columna de inmunoafinidad” y
en la aplicacion proporcionada por Waters (Rapid analysis of aflatoxins without
derivation using ultra performance liquid chromatography and fluorescence
detection).

4.3.1-Optimizacion de las condiciones cromatogrdficas

4.3.1.1-Tiempos de retencion

Para comprobar los tiempos de retencidn correspondientes a cada uno de los picos de
las diferentes aflatoxinas se inyectaron al comienzo de la optimizacion del método seis
replicados de un patrén de 10 ng/mL para Gy y By, y 3 ng/mL para G,y B,, calculando la
media de los tiempos de retencion obtenidos para cada analito.

Una vez determinados el flujo y las proporciones de los disolventes que constituyen la
fase movil asi como la temperatura del inyector se procedid a comprobar los nuevos
tiempos de retencion de los picos, ya que variaciones en estos parametros tienen gran
influencia en los tiempos de elucién. Para ello, una vez finalizada su optimizacion se
volvid a inyectar seis veces un patrén de 10 ng/mL para G,y By, y 3 ng/mL para G,y B,
y se obtuvieron los nuevos tiempos de retencion.

Ademads para comprobar que no varien con el tiempo los tiempos de retencién
determinados y comprobar la estabilidad de los patrones en refrigeracion se realizo
una prueba de estabilidad de un patron de 10 ng/mL para G; y By, y 3 ng/mL para G,y
B,, el cual se inyectd durante veinte dias seguidos para ver si los tiempos de retencién
se mantenian constantes.
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4.3.1.2-Longitudes de onda de excitacion y emision

El siguiente paso en el desarrollo del método para determinar la concentracién de
aflatoxinas By, B,, Gy y G, por UPLC fue la eleccién de las longitudes de onda de
excitacion y emision éptimas para la determinacion de dichos analitos, teniendo en
cuenta la bibliografia consultada asi como las recomendaciones de la casa comercial.

Para la longitud de onda de excitacién todos los autores coincidian en que fuera 365
nm. Pero para el caso de la longitud de emisién habia varias opciones.

Para seleccionar la longitud de onda de emisién se realizaron los analisis a 425, 429,
435 y 455 nm, y observamos sus correspondientes cromatogramas seleccionando para
cada micotoxina la longitud de onda con la que se obtenia un area de pico mayor.

4.3.1.3-Volumen de inyeccion

El volumen de inyeccion es la cantidad de muestra que es tomada por el inyector para
realizar cada andlisis. Con esta prueba se quiso comprobar si este volumen influia en
alguna medida en la mejora de la senal.

En el uso de UPLC se utilizan volumenes de inyeccion menores al HPLC, siendo 10 puL
un volumen que es usado frecuentemente en el primer caso (Fu et al, 2008). En
nuestro caso, se ensayaron dos voliumenes de inyeccién: 10 pl al ser un volumen muy
utilizado en la bibliografia y 1 uL por recomendaciones de la casa comercial.

4.3.1.4-Flujo de la fase movil

El flujo de la fase movil es la velocidad a la cual ésta pasa por la columna arrastrando la
muestra con ella. En los equipos de HPLC se necesita un flujo de 1 mL/min (Copetti et
al., 2011), mientras que para los de UPLC la bibliografia muestra flujos algo mas lentos,
del orden de 0,3 mL/min (Huang et al., 2010). Esta diferencia es debida al tamafio de
las columnas que utiliza cada uno de los equipos, ya que en el caso del UPLC son
columnas de menor longitud y menor tamafio de particula y por esto requieren un
menor flujo de la fase mévil ya que son capaces de resistir presiones mas elevadas que
la cromatografia convencional.

Se realizé un ensayo para determinar la velocidad de flujo mas apropiada para nuestro
proceso. Para ello se inyectd por duplicado un patrén de 0,125 ng/mL para Gy By, y
de 0,0375 ng/mL para G, y B, con dos flujos diferentes: 0,3 mL/min, que es el dado por
la bibliografia y otro de 0,4 mL/min que es el que se recomienda en la aplicacién de la
casa comercial.
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4.3.1.5- Composicion de la fase movil

Basandonos en la norma UNE-EN ISO 16050: 2011 y en el trabajo publicado por Arifio

et al. (2009), se decidid utilizar como fase mdévil una mezcla de metanol, agua y

acetonitrilo.

En un principio se probd con la fase movil proporcionada por el fabricante del equipo
(Abdulkadar et al., 2004) consistente en metanol/agua/acetonitrilo en proporcion
18:64:18. Sin embargo, con esta fase movil se observd una interferencia en el mismo

tiempo de retencion que la aflatoxina G, (Figura 6).
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Figura (6): Fase movil con interferencia

Para corregir este problema se probaron diferentes porcentajes experimentales de los

reactivos que forman parte de la fase movil agua, metanol y acetonitrilo (Tabla 5).

Tabla (5): Porcentajes de fase mavil estudiados

20 60
18 60
18 52
18 65
18 47
30 55

20
22
30
17
35
15

4.3.1.6-Temperatura del inyector

Durante los analisis realizados se vio que segun cual fuera la temperatura ambiental

del laboratorio en el que se encontraba el equipo de UPLC, variaban los tiempos de

retencion de los picos cromatograficos correspondientes a las aflatoxinas estudiadas.

Esto podia ser debido a que el inyector necesitara tener una temperatura fija.
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Para comprobar cdmo influia la temperatura en la deteccion de las toxinas se realizd
una prueba con dos temperaturas diferentes del inyector: 10 °C (recomendacidn de la
casa comercial) y temperatura ambiente (22-25°C).

4.3.2-Optimizacion de las etapas de extraccion y purificacion

Para los estudios de optimizacién y validacién del método analitico se seleccioné como
blanco de matriz una muestra de avellana en la que tras un analisis cromatografico en
el laboratorio no detectd la presencia de concentraciones de aflatoxinas superiores al
limite de deteccién (LD)).

La puesta a punto de las etapas de extraccion y purificacidon de la muestra, se llevé a
cabo tomando como referencia las dos norma citadas en el punto 4.3, la norma UNE-
EN 14123:2008 y la norma UNE-EN ISO 16050. Asi englobamos todo el abanico de
frutos secos y cereales.

Asi, al basarnos en estas dos normas, consideramos los parametros de validacion en
avellana como referencia para aplicar al resto de los frutos secos debido a la similitud
en su composicion. Ademads en la norma UNE-EN ISO 16050:2011, se incluyen los
cereales, por lo que los resultados los consideraremos validos también para el caso del
maiz.

4.3.2.1-Extraccion

Como se ha comentado anteriormente, para la extraccidon de las aflatoxinas de las
muestras analiticas tomamos como referencia las dos normas de AENOR ya citadas
(UNE-EN 14123:2008 y UNE-EN 1SO 16050:2011).

En ambos casos la extraccion se realiza mediante agitacion de la matriz en ultraturrax
con un disolvente o mezcla de disolventes, que en el caso de la Norma UNE-EN
141123:2008 esta constituida por una mezcla de metanol al 80% y hexano (66 partes
de metanol al 80% y 33 partes de hexano) y en el caso de la Norma UNE-EN ISO
16050:2011 la disolucién de extraccién es metanol al 70%.

Ademas, en el primer caso a la extraccion le sigue una fase de centrifugacién (15
minutos a 3500 rpm) y recogida de la fase metandlica mientras que en el segundo, la
muestra homogeneizada con el disolvente, y se somete a una filtracién con papel de
filtro Whatman n2l1. En ambos casos se le afiaden 0,5 g de NaCl para mejorar la
extraccion (Arifio et al., 2009).
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Para cada una de las técnicas, se realizdé un ensayo por duplicado con una muestra de
avellana enriquecida con 2 ng/g de G; y By, y 0,6 ng/g para G, y B,. A continuacion se
inyectaron en el UPLC y se calcularon las recuperaciones obtenidas en cada caso.

4.3.2.2-Purificacion: eleccion de la columna de inmunodfinidad

Se realizd un ensayo con dos tipos de columnas de inmunoafinidad de dos fabricantes
diferentes para comprobar con cudl de las dos se conseguiria una mayor recuperaciéon
de las aflatoxinas presentes en las muestras.

El primer tipo analizado es la columna Aflatest® (VICAM) (Figura 7), con la cual se
utiliza como reactivo de lavado el agua. La otra columna es Aflaprep® (R-biopharm)
gue requiere PBS para el mismo proceso.

Para llevar a cabo el estudio se realizd6 un ensayo por duplicado con muestras de
avellana enriquecida con 20 ng/g de la solucion madre (20 ng/g de G,y By, y 6 ng/g de
G, vy B,, respectivamente) para cada tipo de columna, realizando todo el proceso segun
instrucciones de los fabricantes. Se utilizé una concentracion elevada de aflatoxinas ya
que se desconocian las recuperaciones de las mismas. Se calcularon las
concentraciones de cada aflatoxina utilizando la ecuacién de la recta y se compararon
los resultados de las recuperaciones.

Figura (7): Columna de inmunoafinidad Aflatest®

4.3.2.3-Purificacion: eleccion del volumen de purificacion

Esta prueba se llevé a cabo para comprobar la influencia del volumen de muestra
extraida vy filtrada en la eficacia de la purificacién. El objetivo fundamental era evitar
saturaciones de la columna de inmunoafinidad sin comprometer al mismo tiempo la
sensibilidad y precision la técnica.

Para ello, después de obtener el filtrado una muestra, se tomaron 3 volimenes
diferentes de la misma (distinta cantidad de gramos de muestra) para posteriormente
purificarlos a través de las columnas de inmunoafinidad.

Se enriquecieron seis muestras de avellana (dos para cada volumen de purificacion)
con 20 ng/g de aflatoxinas y dos muestras de avellana sin enriquecer. Se tomaron 4, 8
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y 10 mL del filtrado de las enriquecidas y 4 mL de la no enriquecida, y se anadieron 16,
32 y 40 mL de agua respectivamente y 16 mL para la no enriquecida, para después
purificarlo. Estos volumenes correspondian finalmente a 1, 2 y 2,5 g de la muestra
inicial que se habian analizado.

4.4-Método analitico para determinar aflatoxinas en frutos secos y cereales

Basandonos en los métodos previamente citados y con las modificaciones ensayadas y
optimizadas, el protocolo final de analisis de aflatoxinas para distintas muestras de
frutos secos y maiz es el siguiente:

Extraccion

- Se pesan 5 gramos de las muestras previamente trituradas en un tubo Falcon y se
afiaden 20 mL de metanol al 70% y 0,5 g de NaCl.

- Esta mezcla se agita en un homogeneizador Ultraturrax durante 1 minuto.

- El extracto obtenido se filtra con papel de filtro.

- Se recogen 4 mL del filtrado en otro tubo Falcon y se le afiaden 16 mL de agua milliQ.

Purificacion

- Se afiaden los 20 mL de la muestra diluida a la columna de inmunoafinidad.

- Para eliminar sustancias interferentes, la columna se lava haciendo pasar 10 mL de
agua milliQ.

- Las aflatoxinas se eluyen con 1 mL de metanol en un vial ambar. El mililitro del vial se
vuelve a pasar por la columna de inmunoafinidad tal y como recomienda el
fabricante de las columnas de inmunoafinidad Aflatest® (VICAM).

- El eluato obtenido se evapora a sequedad en un bloque calefactor a 40°C bajo

corriente de nitrégeno.

Determinacion cromatografica

Una vez llevado el eluato a sequedad, se redisuelve en 1 mL de fase movil
(metanol/agua/acetonitrilo) (30/55/15).

Finalmente se inyecta en el UPLC con las condiciones cromatograficas optimizadas:

* Columna BEH C18 100 x 2,1 mmy 1,7 um de tamafo de particula.
e Célula de derivatizacion de 13 plL.

e Flujo: 0,4 mL/min.

e  Temperatura de la columna: 37°C.

e  Temperatura del inyector: 10 °C.

* Volumen de inyeccion 1 L.
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¢ Longitudes de onda fijadas en el detector:
0 A excitacion: 365 nm y A emisién: 435 nm para B, y B, (FLD)

0 A excitacion: 365 nm y A emisidn: 455 nm para G, y G, (FLD)

4.5-Validaciéon del método analitico

Tras optimizar el método de andlisis con los ensayos previos anteriormente descritos,
se procedid a la validacion del método completo de andlisis.

La validacion es el proceso mediante el cual se puede demostrar que los resultados
producidos por un procedimiento analitico son fiables y reproducibles, y que se ajusta
al propdsito para el que fue desarrollado.

La validacion de este método se ha realizado tomando como referencia el Reglamento
(CE) N2 401/2006, por el que se establecen los métodos de muestreo y de analisis para
el control oficial del contenido de micotoxinas en los productos alimenticios, y en la
Decisién de la Comision (2002/657/CE) de 12 de agosto de 2002 por la que se aplica
de Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al funcionamiento de los métodos
analiticos y la interpretacion de los resultados.

4.5.1-Especificidad

Este parametro estudia la capacidad del método de distinguir el analito de cualquier
otra interferencia presente en las muestras que se analizan. Para verificar que ninguna
interferencia coincide en la regién de elucion del analito de interés, se identificaron
por UPLC las aflatoxinas G,, G1, B, y By, y aquellas interferencias procedentes de la
matriz y/o de los materiales y reactivos utilizados en el procedimiento analitico.

Para ello se analizaron:
-Solucién patrén de 10 ng/mL de aflatoxinas G,, B,y de 3 ng/mL para la G,y B;.
-Disolvente de inyeccidn.
-Un blanco de proceso.
-Muestra blanco de avellana.

-Extractos de muestras de frutos secos enriquecidas con 2 ug/Kg para Gy, B,y
de 0,6 pug/Kg para la Gy B;.
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Estos ensayos se realizan con el objeto de comprobar que no existen solapamientos de
picos, que estos estén formados por un Unico componente y que la cuantificacién sea
correcta.

El blanco de proceso se realiza todo el procedimiento analitico: preparacion de
material, extraccion, purificacion, y determinacion cromatografica pero omitiendo la
muestra, para verificar que durante el proceso analitico no se genera ninguna
interferencia.

4.5.2-Linealidad

Es la capacidad de un método para obtener resultados directamente proporcionales a
la concentracién o cantidad de analito en un rango definido.

Este parametro es inherente a las técnicas instrumentales donde el analito genera una
senal electrénica medida por el detector que se registra en el cromatograma.

La linealidad viene representada a través de una recta de regresién, que se va a usar
en la practica como recta de calibrado para calcular, por interpolacién, la
concentracion de aflatoxinas en las muestras problema.

Al no existir efecto matriz mensurable en el analisis de los frutos secos y el maiz, la
calibracion se realizdé por el método del patrén externo. Para la construccion de la
recta de calibrado se utilizaron patrones analiticos a distintas concentraciones en un
intervalo de 0,125 ng/mL a 10 ng/mL para B; y G; y 0,0375 ng/mL a 3 ng/mL para B, y
G, (Ver punto 4.1.3.2). Los resultados se evaluaron utilizando las condiciones
cromatograficas anteriormente optimizadas.

Para verificar la linealidad se calculd el coeficiente de correlacidon (RZ) de la recta de
calibracion obtenida para cada compuesto estudiado.

4.5.3-Sensibilidad

Es la capacidad del instrumento o de un método para discriminar pequeiias diferencias
en la concentracién del analito.

Existen dos parametros relacionados con la sensibilidad: el limite de deteccion y limite
de cuantificacién.
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4.5.3.1-Limite de deteccion (LD)

En el analisis instrumental, un factor que afecta directamente a la exactitud y la
precision de un analisis es el ruido. Este factor esta presente en la representacion de
las sefiales analiticas instrumentales. Un parametro que se utiliza para certificar la
calidad de un método analitico es la relacién sefial/ruido (S/N). Siendo S la sefial
correspondiente al compuesto objeto de estudio a un determinado nivel (medida en
altura) y N la senal del ruido de fondo (midiendo la sefial eléctrica que da en altura el
ruido).

Para determinar el limite de deteccion se enriquecié una muestra blanco de avellana a
distintas concentraciones en sentido decreciente hasta que la sefal pudiera
distinguirse del ruido de fondo.

Se parti6 de una muestra blanco matriz y se enriquecid esta muestra a una
concentracién de 0,015 ng/g para G, y B, en la que podia distinguirse del ruido de
fondo y se calculd la media de las seis muestras blancas enriquecidas a ese nivel mas
tres veces la desviacién estandar de las replicas para hallar el limite de deteccidn.
Posteriormente se analizaron otras seis muestras enriquecidas a 0,05 ng/g para G, y B;
y se calculd el limite de deteccidn de la misma manera que para las otras.

Ya que no existian interferencias procedentes del chocolate, se considerd que el limite
de deteccidn obtenido a partir de la avellana se podia aplicar al resto de materias
primas y a los productos con chocolate.

4.5.3.2-Limite de cuantificacion (LC)

Es la menor cantidad de analito de la muestra que puede ser medida
cuantitativamente con una certeza estadistica razonable.

El limite de cuantificacién se establece a un nivel que corresponde a la sefial que se
corresponde al nivel de muestra contaminada que se puede distinguir del ruido mas
diez veces la desviacién estandar de éste.

4.5.4-Exactitud (Recuperacion)

Segun la Decisiéon de la Comisiéon 2002/657/CE, la exactitud es el grado de
concordancia entre el resultado del ensayo y un valor de referencia aceptado. La
exactitud se calcula determinando la veracidad y la precision (repetibilidad y
reproducibilidad).
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Al no disponer de material de referencia certificado, el estudio de la exactitud se llevd
a cabo enriqueciendo una muestra blanco de avellana a dos niveles distintos de
concentracién: 1 vy, 2 ug/Kg de aflatoxinas B; y G4, y 0,3 y 0,6 ug/Kg de B, y G,. Con
estos dos niveles, se pretendia comprobar la validez del método para determinar
niveles de aflatoxinas en valores proximos al menor limite maximo de residuo
establecido por la legislacion y en valores inferiores a él.

El enriquecimiento de las muestras se realizd previamente a la etapa de extraccidn
para obtener el porcentaje de recuperaciéon global de las aflatoxinas con el método
utilizado.

En todos los niveles de enriquecimiento y para hallar el porcentaje de recuperacion, se
calcularon los resultados obtenidos en las muestras enriquecidas con las ecuaciones de
la recta procedentes de las rectas de calibracion.

4.5.5-Precision

Es el grado de concordancia entre ensayos independientes obtenidos bajo unas
condiciones estipuladas. Estas condiciones dependen de los factores variables entre
ensayos. Algunos factores que se pueden considerar son los siguientes: laboratorio,
analista, equipo UPLC y dia en el que se hizo el ensayo.

Para determinar este parametro se han analizado seis muestras de avellana
independientes enriquecidas a 2 ng/g de aflatoxinas By y G, y a 0,6 ng/g de B, y G,
cada una.

La precision se estudia en dos parametros que son repetibilidad y reproducibilidad.

4.5.5.1-Precision en la inyeccion

Este parametro permite conocer las posibles fluctuaciones de las bombas y detectores
en un corto periodo de tiempo, midiendo como afectan a los tiempos de retencion y
las areas del patron inyectado.

Para evaluar la precisidon de la inyeccion se calculd la repetibilidad de los resultados
obtenidos al inyectar seis repeticiones de un patréon de 10 ng/mL para G;y By, yde 3
ng/mL para G, y B, mediante la determinacion de la desviacidn estandar relativa de las
areas de pico cromatograficas correspondientes a las aflatoxinas estudiadas.
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4.5.5.2-Repetibilidad del método

Esta se define como la desviacién estandar relativa en condiciones de repetibilidad
(RSDr %) obtenida al analizar una misma muestra varias veces, en un intervalo de
tiempo corto, sin cambiar de equipo de medida, reactivos y analista.

La repetibilidad de método, se determind calculando la desviacién estandar relativa de
los resultados obtenidos al analizar seis muestras de avellana enriquecidas con 1y 2
ng/g de aflatoxinas B; y G; y 0,3 y 0,6 ng/g de B, y G, que fueron extraidas el mismo
dia, en el mismo laboratorio, equipo UPLC y analista.

4.5.5.3-Reproducibilidad del método

La reproducibilidad se define como la desviacidn estandar relativa en condiciones de
reproducibilidad (RSDR %) obtenida al analizar varias veces una misma muestra en dias
distintos, pudiendo variar condiciones tales como el equipo UPLC, reactivos o analista 'y
dias de analisis.

Se habla de reproducibilidad interlaboratorio cuando las medidas se realizan en
laboratorios distintos (ensayos de intercomparacion).

En nuestro caso, el estudio de reproducibilidad intralaboratorio que se realizé se llevd
a cabo por el mismo analista, en el mismo laboratorio y equipo UPLC pero en tres dias
diferentes. Las muestras que se analizaron para realizar este estudio fueron las mismas
gue se han indicado en el apartado anterior: seis muestras de avellana enriquecidas
con 1 ng/g para G,, B,y de 0,3 ng/g para la G;y B; y con 2 ng/g para G,, B,y de 0,6
ng/g para la Gy B, cada dia de anlisis.

4.6-Determinacion de aflatoxinas en muestras de frutos secos y maiz

Una vez puesta a punto y validada la metodologia de extraccion y determinacién de
aflatoxinas en frutos secos y maiz, se procedié al analisis de las muestras de frutos
secos y maiz que se describen en el punto (4.2).
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5-Resultados y discusion

Los métodos estandarizados de analisis son un elemento importante para garantizar la
seguridad alimentaria y estan internacionalmente reconocidos. Al no disponer en el
Parque Cientifico Tecnoldgico Aula Dei de un método estandarizado de analisis de
aflatoxinas en frutos secos y cereales, hemos partido de las normas: UNE-EN ISO
16050:2011: “Determinaciéon de aflatoxina B1, y contenido total de aflatoxinas By, B,,
G; Y G, en cereales, nueces y productos derivados. Método por cromatografia liquida
de alta resolucién”, UNE-EN 14123:2008 para la “Determinacion de aflatoxina B1 y de
la suma de las aflatoxinas By, By, G y G, en avellanas, cacahuetes, pistachos, higos y
pimentdn molido. Método por cromatografia liquida de alta resolucion con
transformaciéon quimica postcolumna y purificaciéon en columna de inmunoafinidad”.

Igualmente, se han tenido en cuenta los conocimientos adquiridos en los estudios
previos relativos a la presencia de micotoxinas en alimentos realizados por el grupo de
investigacion consolidado: “Analisis y Evaluacidon de la Seguridad Alimentaria” y la
bibliografia consultada, especialmente los protocolos comerciales de R-Biopharm,
VICAM y Waters aceptados internacionalmente.

Los resultados obtenidos se presentan a continuacion.

5.1- Optimizacion y validacion de un método analitico para la determinacion
de aflatoxinas en frutos secos y maiz

5.1.1-Optimizacion de las condiciones cromatogrdficas

5.1.1.1-Tiempos de retencion

En los cromatogramas obtenidos pudimos ver los picos de las cuatro aflatoxinas con
sus tiempos de retencion fijados. El orden de elucidn de los picos fue G,, Gy, B, y By, vy
los tiempos de retenciéon 1,22; 1,40; 1,55 1,81 min respectivamente.

Asi mismo se realizé un estudio de estabilidad con un patrén de 10 ng/mL para Gy y By,
y 3 ng/mL para G, y B,. Se calcularon los coeficientes de variacion (CV) para los
tiempos de retencién de cada una de las aflatoxinas: 1,95% para G,, 4,96% para G,
3,18% para B, y 1,48% para B;, observandose su estabilidad en el tiempo al obtenerse
coeficientes de variacion bajos.
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5.1.1.2- Longitudes de onda

Inicialmente optimizamos las condiciones de analisis cromatografico que nos
permitieron llevar a cabo la correcta identificacidon y cuantificacién de las aflatoxinas
objeto de estudio.

Para seleccionar las longitudes de onda de emisién, se compararon las areas de pico
obtenidas a las distintas longitudes de onda ensayadas, seleccionando aquellas que
proporcionaban un drea de pico mayor para cada una de las aflatoxinas analizadas. Asi,
para las aflatoxinas By y B, y coincidiendo con autores como Arifio et al., (2009) se
eligié una longitud de onda de emision A de 435 nm mientras que para las aflatoxinas
G; y G; se fijé en 455 nm, valor que ademas coincide con las recomendaciones de la
casa comercial. En todos los casos se fijo una longitud de onda de excitacion de 365
nm (A ex) ya que todos los autores coincidieron en este valor.

A continuacidn se representan las longitudes de onda de emisidn ensayadas (Figuras 8-
11):
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Figura (8): Cromatograma a 425nm de patrén de 10 ng/mL para B, y Gy, y de 3 ng/mL para G, y
B,
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Figura (9): Cromatograma a 429nm de patrén de 10 ng/mL para B; y Gy, y de 3 ng/mL para G, y
B,
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Figura (10): Cromatograma a 435 de patron de 10 ng/mL para B, y Gy, y de 3 ng/mL para G, y
B,
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Figura (11): Cromatograma a 455nm de patrén de 10 ng/mL para B, y G;, y de 3 ng/mL para G,
y B,

5.1.1.3-Volumen de inyeccion

Tras la inyeccién de los volumenes de 1 y 10 pyL de patrones de diferentes
concentraciones, se calcularon las dreas de pico obtenidas en los distintos
cromatogramas.

Las areas obtenidas con los 10 pL tendrian que ser diez veces mayores que las
obtenidas con 1 plL. Los datos mostraron como las dreas de los picos analizados
coincidian aproximadamente en la proporcién 1/10, por lo que se podria decir que el
volumen de inyeccidn no tendria diferencia.

Por lo tanto se concluyd que se iba a utilizar el volumen de 1 L, ya que se obtenia una
buena sensibilidad y unos cromatogramas con menor ruido e interferencias.
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5.1.1.4-Flujo de la fase movil

Una vez inyectado el patréon de 0,125 ng/mL para G; y By, y de 0,0375 ng/mL para G, y
B, con los dos flujos de fase movil, se procedié a comparar los cromatogramas
obtenidos (Figuras 12y 13).

Como era de esperar, con un flujo de 0,3 mL/min se obtuvieron unos tiempos de
retencion mayores con respecto al flujo de 0,4 mL/min ya que al discurrir la fase mévil
por la columna con mas lentitud las aflatoxinas eluyen mas tarde.
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Figura (12): Cromatograma a 435 nm de un patrdn de 0,125ng/mL para G; y B,, y de 0,0375
ng/mL para G, y B, con un flujo de fase mavil de 0,3 mL/min
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Figura (13): Cromatograma a 435nm de un patron de 0,125ng/mL para G, y By, y de 0,0375
ng/mL para G, y B, con un flujo de fase mévil de 0,4 mL/min

Sin embargo, las areas de los picos fueron muy similares en ambos casos sin
observarse apenas diferencias entre los dos cromatogramas a excepciéon de los
tiempos de retencién. Por ello, se determiné como flujo de la fase movil para nuestro
método el recomendado por Waters, de 0,4 mL/min, con el que se conseguian unos
menores tiempos de retencidn sin comprometer la resolucidon cromatografica.
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5.1.1.5-Composicion de la fase movil

Los resultados obtenidos con las distintas fases moviles ensayadas, mostraron que
cuanto mayor era la proporcion de acetonitrilo en la mezcla mas tarde eluia la
interferencia en el cromatograma, separandose asi de los compuestos de interés. Sin
embargo, dicha separacion se considerd insuficiente tal y como muestran las figuras
(Figuras 14, 15, 16y 18).

En el ensayo en el que incrementamos el porcentaje de agua y disminuimos el de
acetonitrilo la interferencia se adelantaba con lo que nos decantamos por modificar la
proporcién de metanol (Figura 17).

Finalmente, con la mezcla de metanol, agua y acetonitrilo en la que al igual que hacen
algunos autores (Hussain 2011; Copetti et al., 2011) se aumentd considerablemente
la proporcion de metanol (30/55/15), se consiguid eliminar dicha interferencia del
cromatograma. Por lo tanto esta fue la composicidn de la fase movil de eleccidn tal y
como muestra la figura (19).
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Figura (14): Cromatograma a 435 nm de un patrén de 0,125 ng/mL para G, y By, y 0,0375
ng/mL para G, y B, con fase movil metanol/agua/ACN (20/60/20)
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Figura (15): Cromatograma a 435 nm de un patrén de 0,125 ng/mL para G, y By, y 0,0375
ng/mL para G, y B, con fase movil metanol/agua/ACN (18/60/22)
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Figura (16): Cromatograma a 435 nm de un patrdn de 0,125 ng/mL para G, y By, y 0,0375

ng/mL para G, y B, con fase modvil metanol/agua/ACN (18/52/30)
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Figura (17): Cromatograma a 435 nm de un patrdn de 0,125 ng/mL para G, y By, y 0,0375

ng/mL para G, y B, con fase movil metanol/agua/ACN (18/65/17)
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Figura (18): Cromatograma a 435 nm de un patrdn de 0,125 ng/mL para G, y By, y 0,0375

ng/mL para G, y B, con fase modvil metanol/agua/ACN (18/47/35)
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Figura (19): Cromatograma a 435 nm de un patrén de 0,125 ng/mL para G, y By, y 0,0375
ng/mL para G, y B, con fase movil metanol/agua/ACN (30/55/15)

5.1.1.6-Temperatura del inyector

Una vez realizados los andlisis con las temperaturas de 10 °C y a temperatura
ambiente, se observaron los cromatogramas obtenidos (figuras 20y 21).

A temperatura ambiente, los tiempos de retencion de los picos cromatograficos de las
cuatro aflatoxinas fluctuaban mas entre las diferentes inyecciones y aparecian a un
tiempo de retencion mucho mayor que a la temperatura fija de 10°C. Tanto la
cuantificacion de las areas como la resolucion de los picos y la estabilidad de los
tiempos de retencién a 10 °C mejoraba considerablemente tal y como se representa en
las figuras que se muestran a continuacion (20 y 21).
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Figura (20): Cromatograma a 435 nm de un patréon de 1 ng/mL para G,y By, y 0,3 ng/mL para
G, y B, con el inyector a temperatura ambiente
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Figura (21): Cromatograma a 435 nm de un patréon de 1 ng/mL para G,y By, y 0,3 ng/mL para

G,y B, con el inyectora 10 °C

5.1.2- Optimizacion de las etapas de extraccion y purificacion

5.1.2.1- Extraccion

Al llevar a cabo la extraccion segun la Norma UNE-EN 141123:2008 con metanol al 80
% y hexano, se obtuvieron unas areas de pico menores (linea negra del cromatograma
de la figura 22) que en el caso del método basado en la Norma UNE-EN ISO
16050:2011 que su extraccion es solamente con metanol al 70 % (linea azul del
cromatograma de la figura 22).
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Figura (22): Cromatogramas superpuestos a 435 nm de avellana enriquecida a 2 ng/g para G, y
By, y 0,6 ng/g para G, y B, La linea azul correspondiente a la Norma UNE-EN 141123:2008 y la
linea negra a la Norma UNE-EN I1SO 16050:2011

Se registraron las areas obtenidas para cada aflatoxina y se interpolaron en la ecuacion
de la recta, y asi se obtuvieron las concentraciones de cada aflatoxina. A continuacién
se calcularon las recuperaciones obtenidas por cada uno de los métodos de extraccién.
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Tabla (6): Recuperaciones (%) obtenidas con cada una de las normas

: . Recuperacion (%)
Disolvente de extraccion

Metanol al 80%/hexano 59,86 68,349

(66:33)(UNE-EN 141123:2008)
Metanol al 70% 74,09 76,64 105,27 108,07

60,89 73,35

(UNE-EN 16050:2011)

Como puede verse en la tabla (6) se obtuvieron mayores recuperaciones con el
método basado en la norma UNE-EN 16050:2011, y por lo tanto fue el que se eligio.

5.1.2.2- Purificacion: eleccion de la columna de inmunoafinidad

Una vez obtenidos los cromatogramas de los dos tipos de columnas de afinidad
estudiadas para la purificacién de las muestras de avellana enriquecidas a 20 ng/g de
G; y By y con 6 ng/g de G, y B, se calcularon las recuperaciones obtenidas de cada
aflatoxina con cada una de ellas:

Tabla (7): Recuperaciones (%) obtenidas con las dos columnas

Columna de Recuperacion (%)
inmunoafinidad

Aflatest® (VICAM) 108,38 75,22 82,82 103,52
Aflaprep® (R-biopharm) 38,36 37,07 79,56 101,92

Tal y como se muestra en la tabla 7, las mejores recuperaciones para las cuatro
micotoxinas estudiadas, se obtuvieron para la columna de inmunoafinidad Aflatest®
que fue por tanto la elegida para llevar a cabo los andlisis de las muestras.

5.1.2.3-Purificacion: Ensayo de volumen de purificacion

Para la eleccion del volumen de muestra filtrada que se iba a hacer pasar por las
columnas de inmunoafinidad, se representaron en una grafica las dreas obtenidas para
cada volumen filtrado para cada una de las aflatoxinas estudiadas. Con esto se puede
comprobar si todos los voliumenes son lineales, es decir, al aumentar la cantidad de
muestra aumenta proporcionalmente las areas.

Se observd que para las aflatoxinas Gi, B, y B; al aumentar la concentracion
aumentaba proporcionalmente la sefial eléctrica, pero en el caso de la G, se vio que el
punto de 10 mL no era lineal con los otros dos (Figura 23).

40



Este fendmeno puede ser explicado por la saturacién de la columna de inmunoafinidad
al pasar la muestra de 10 mL del filtrado que corresponderia con 2,5 g de la muestra.
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Figura (23): Representacion de las areas obtenidas con los diferentes volimenes de
purificacién para la aflatoxina G,
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Figura (24): Representacién de las areas obtenidas con los diferentes volumenes de
purificacién para la aflatoxina G,
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Figura (25): Representacién de las areas obtenidas con los diferentes volumenes de
purificacién para la aflatoxina B,
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Figura (26): Representacién de las areas obtenidas con los diferentes volumenes de
purificacién para la aflatoxina B,

Por esto se determind que para los analisis de las muestras se tomaria un volumen de
4 mL del filtrado. Con este volumen, que se corresponde con 1 g de muestra, el factor
de dilucion del proceso sera de 1, ademas de que al ser el menor volumen filtrado se
optimiza y agiliza el protocolo de purificacion al mismo tiempo que se consigue una
buena sensibilidad de la técnica.

5.2-Validacion del método analitico

5.2.1-Especificidad

Tal y como se muestra en los cromatogramas correspondientes a una inyeccién de la
fase movil (Figura 27) y del blanco de proceso (Figura 28) se observd que tanto los
disolventes de extraccion y purificacion como la fase mévil no aportaban ninguna
interferencia al cromatograma en los tiempos de retencién de las aflatoxinas
estudiadas.
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Figura (27): Cromatograma del disolvente de inyeccion
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Figura (28): Cromatograma del blanco de proceso

A continuacidn, observamos el cromatograma de la muestra de avellana blanco que se
tenia en el laboratorio, y que se utilizé para los enriquecimientos. Se puede comprobar
como no presentan ningun pico de aflatoxinas (Figura 29).
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Figura (29): Cromatograma de la muestra blanco de avellana

Posteriormente, se analizd una muestra de avellana enriquecida con 2 ng/g para G; y
B, y a 0,6 ng/g para G, y B,. Al calcular la recuperacién de esta muestra no se observaron
porcentajes de recuperacion por encima de los valores establecidos que pudieran indicar la
presencia de interferencias coincidentes con los picos cromatograficos de las aflatoxinas
analizadas.

5.2.2-Linealidad

Los resultados del analisis de seis rectas de calibrado para cada una de las aflatoxinas
estudiadas mostraron unos valores medios de R? de 0,9999 para G,, 0,9998 para Gy,
0,9998 para B, y 0,9999 para B; demostrando de este modo la linealidad de la
calibracion (Figuras 30-33).
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Figura (30): Recta de calibrado para G, con concentraciones de 0,0375 ng/mL a 3 ng/mL
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Figura (31): Recta de calibrado para G; con concentraciones de 0,125 ng/mL a 10 ng/mL
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Figura (32): Recta de calibrado para B, con concentraciones de 0,0375 ng/mL a 3 ng/mL
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Figura (33): Recta de calibrado para B; con concentraciones de 0,125 ng/mL a 10 ng/mL
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Revisando la bibliografia se observé como autores como Huang et al. (2010) también
obtuvieron valores de R mayores de 0,999 para todas las aflatoxinas.

5.2.3-Sensibilidad

5.2.3.1-Limite de deteccion

Tras la inyeccidn de las seis muestras enriquecidas, se calculd el limite de deteccidn
para cada una de las micotoxinas obteniéndose los siguientes valores:

Tabla (8): Limites de deteccion para cada aflatoxina

Aflatoxina LD (ng/g)

G; 0,016
G; 0,057
B> 0,015
B: 0,050

Tal y como se muestra en la tabla 8, los bajos limites de deteccién obtenidos muestran
como el método desarrollado es muy sensible, siendo esta sensibilidad mayor para las
aflatoxinas G, y B,.

Comparando nuestros resultados con los obtenidos por otros autores (Tabla 9),
podemos concluir que nuestro equipo tiene una gran sensibilidad para detectar las
aflatoxinas, ya que los limites de deteccidn son mucho mas bajos que los revisados en
la tabla para las aflatoxinas G,, G1 y B,. En el caso de la B; se ha llegado a detectar por
otros autores hasta 0,008 ug/Kg.

Tabla (9): Limites de deteccion obtenidos por otros autores

AF G2 AF G1 AF B2 AF B1 Equipo
(LD pg/Kg) (LD pg/Kg) (LD pg/Kg) (LD pg/Kg)  analitico
Huanget 0,212 0,085 0,056 0,009 UPLC
al., 2010
Fuetal, 0,19 0,32 0,19 0,32 UPLC
2008
Sook et 1,25 0,40 0,13 0,008 HPLC
al., 2007

5.2.3.2-Lmite de cuantificacion

Posteriormente calculamos los limites de cuantificacidon tal como se ha descrito en el
apartado de material y métodos (Tabla 10).
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Tabla (10): Limites de cuantificacién para cada aflatoxina

Aflatoxina LC (ng/g)

G; 0,053
G; 0,189
B> 0,049
B: 0,166

Como en el caso del limite de deteccidn, la cifra para las aflatoxinas G; y B; es mucho
mas baja que para las otras dos. Esto refuerza la idea de que éstas son mucho mas
sensibles que la G, y B,.

Segln otros autores (tabla 11), los valores del limite de cuantificacion varian mucho
con respecto al método y equipo utilizados. Para el caso de las aflatoxinas G, y B,, se
ha obtenido unos limites muy por debajo de los que se pueden observar en la revisién
de la tabla (11). Mientras que para el caso de la G; coincidimos con el valor aportado
por Huang et al. (2010), y para B; obtenemos un resultado similar a Sook et al. (2007).

Tabla (11): Limites de cuantificacidén obtenidos por otros autores

AF G2 AF G1 AF B2 AF B1 Equipo
(LCug/Kg)  (LCpg/Kg)  (LCpg/Kg)  (LCpg/Kg)  analitico
Huang et al., 2010 0,273 0,182 0,084 0,012 UPLC
Fu et al., 2008 0,63 1,07 0,63 1,07 UPLC
Sook et al., 2007 2,50 1,30 0,40 0,15 HPLC

5.2.3.3-Exactitud (Recuperacion)

Este pardmetro se estudié mediante ensayos de recuperacién analizando seis muestras
de avellana enriquecidas a distintos niveles de concentracién: 1 ug/Kgy 2 ug/Kg para
G1y By, yde0,3y0,6 ug/Kg para G, y B,.

Segun el Reglamento (CE) 401/2006 de la Comisidén de 23 de febrero de 2006 por el
gue establecen los métodos de muestreo y analisis para el control oficial del contenido
de mico toxinas en productos alimenticios, las recuperaciones para concentraciones de
1y 2 ug/Kg deben arrojar valores de entre el 70 y el 110%.

En nuestro caso se han obtenido las siguientes recuperaciones:
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Tabla (12): Recuperaciones (%) de muestras enriquecidas a 1y 2 ug/Kg para Gy y B;,a 0,3y
0,6 ug/Kg para G, y B,

Recuperacion %
AF G; AF B,

AF B,
72,28 74,74 77,80 74,36

74,09 76,64 105,27 108,07

Podemos concluir que las recuperaciones que hemos conseguido se encuentran dentro
de los limites establecidos por la legislacion segun el Reglamento (CE) 401/2006 a los
niveles de enriquecimiento de 1 y 2 ng/g. Ademas también observamos que los
porcentajes de recuperacién son semejantes a los obtenidos por otros autores tal y
como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla (13): Resultados de recuperacion de otros autores

G2 (% G1 (% B2 (% Bl (%
recuperacion) recuperacion) recuperacion) recuperacion)

Luttfullah y Hussain, 2011 91,5 89,5 88,2 85,7
Huang et al. 2010 74,7 80,8 85,5 82,5

Fu et al., 2008 91,8 90,6 88,1 91,8
Cheraghali et al., 2007 61,8 97,8 95,1 97,3
Sook et al., 2007 83.4 102,1 84,8 102
Chan etal.,, 2004 80 84 87 83
Otta et al., 2000 76,8 74,4 103,9 98,6

5.2.3.4-Precision

5.2.3.4.1- Precision en la inyeccion

En la siguiente tabla (14), se muestran los valores calculados de desviacion estandar
relativa obtenidos tras la inyeccién de seis repeticiones de un patrdon de calibracién a
las concentraciones de 10 ng/mL para G; y By, y de 3 ng/mL para G, y B,.

Tabla (14): RSD% que cada una de las aflatoxinas en la inyeccién

Aflatoxina G2 G1 B2 Bl

_ 4’79 1’81 3'37 1'60
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Segun la Decision de la Comision 2002/657/CE, la RSD % de una fraccidn de muestra de
10 ng/mL no puede superar el 20 %. Asi que los datos obtenidos estan muy por debajo
de este porcentaje, y por lo tanto podemos concluir que la inyeccion de las muestras
en el UPLC es precisa.

5.2.3.4.2- Repetibilidad del método

La repetibilidad la calculamos con la desviacién estandar relativa o coeficiente de
variacion de cada una de las aflatoxinas analizadas en los distintos niveles de
enriquecimiento de las muestras ensayados.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 15.

Tabla (15): RSDr % en condiciones de repetibilidad para una muestra enriquecida con 1 ng/g
de aflatoxinas B;y G,y 0,3 ng/g de B,y G,

AF B2

Al igual que en el apartado anterior, segun la Decision de la Comisién 2002/657/CE la
RSDr % tiene que ser menor al 30,16 y al 26,26 % a los niveles de enriquecimiento 1y 2
ng/g B,y Gy, y 0,3y 0,6 para B, y G,, respectivamente. Este valor se ha obtenido teniendo
en cuenta la ecuacion de Horwitz, en la que se obtiene el RSDr% en condiciones de
reproducibilidad, tal y como muestra la figura (34). El valor RSDr % en condiciones de
repetibilidad de las muestras que hemos enriquecido tiene que ser inferior a dos
tercios del RSDr% en condiciones de reproducibilidad obtenido por Horwitz tal y como
recomienda la Decisién. Todos los valores que hemos obtenido estan por debajo de
ese porcentaje. 32,58y 36,17 (0,6 y 0,3

RSDR — ztlaﬂjlﬂg{:}

Figura (34): Ecuacion de Horwitz donde C es la fraccidn de expresada como potencia de 10

Realizando una revisidn bibliografica (Tabla 16), se comprobd que las RSDr% en
condiciones de repetibilidad estan cercanas a las obtenidas por otros autores. Asi
mismo se pudo determinar que los equipos de UPLC proporcionan unas menores RSDr
% en condiciones repetibilidad, con respecto al HPLC.
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Tabla (16): RSDr % en condiciones de repetibilidad obtenido por diferentes autores

Autor AF G, AF G; AF B, AF B; Equipo
(RSD%) (RSD%) (RSD%) (RSD%) analisis

Fu etal., 2008 3,6 3,2 3,1 2,1 UPLC
Chan et al., 2004 9,67 10,13 9,06 9,42 HPLC

5.2.3.4.3-Reproducibilidad del método

Para calcular la reproducibilidad se obtiene la desviacién estandar relativa en
condiciones de reproducibilidad previamente mencionadas (Punto 5.2.3.4.3).

Tabla (17): RSDg% de reproducibilidad para una muestra enriquecida con 1 ng/g de aflatoxinas
B1yG1y0,3ng/gdeB,yG,y2 ng/gB,yGy y0,6ng/gB,yG,

AF G2 AF G1 AF B2 AF B1

12,01 6,80 13,76 11,18

13,34 5,21 12,80 12,23

Segun la Decision de la Comision 2002/657/CE la RSDr% tiene que ser menor al 45,25 y
al 39,39 % a los niveles de enriquecimiento 1y 2 ng/g B,y G;, y 0,3y 0,6 para B,y G,,
respectivamente. Este valor se calcula a partir de la ecuacién de Horwitz (figura34)aly
2 ng/g para B,y G, y 0,3 y 0,6 ng/g para B, y G2. Todos los coeficientes de variacion
calculados de las distintas aflatoxinas son inferiores a estos valores. 54,25y 48,87 0,3 y

0,6

En la Tabla (18), podemos observar resultados de reproducibilidad obtenidos por otros
autores. Podemos decir que nuestros datos son muy cercanos a los consultados en la
revisién bibliografica.

Tabla (18): Datos de RSDg % en condiciones de reproducibilidad obtenida por otros autores

AF G, AF G, AF B, AFB,  Equipo

(RSD%) (RSD%) (RSD%) (RSD%)  andlisis
Fu et al., 2008 11,4 9,3 12,4 7,8 UPLC
Chan et al, 2004 13,79 12,50 10,22 10,31 HPLC
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5.3-Determinacion de aflatoxinas en muestras de frutos secos y maiz

Una vez optimizada y validada la metodologia para determinar aflatoxinas en muestras
de frutos secos y maiz, se procedid al analisis de las muestras recibidas. Para ello, tanto
las muestras de materia prima como las muestras de frutos secos con cobertura de
chocolate, se sometieron al proceso completo de extraccién, purificacion y
determinacién desarrollado. Asi, se obtuvieron los cromatogramas de todas las
muestras analizadas, identificdndose los picos de las aflatoxinas presentes en las
muestras por comparacion de sus tiempos de retencion con los de la solucién patrén
de calibracién inyectada en el mismo dia.

En la siguiente tabla (19) se pueden observar los resultados de las concentraciones en
cada muestra de cada aflatoxina y la suma de las cuatro.

Tabla (19): Concentraciones (ug/Kg) de las muestras analizadas

Concentracion (pg/Kg)

G, G, B, B, G,+G;+B,+B;
Almendra tipo marcona 1 <LD <LD <LD <LD
Almendra tipo marcona 2 <LD <LD <LD <LD
Almendra tipo marcona 3 <LD <LD <LD 0,19 0,19
Almendra tipo marcona con <LD <LD 0,05 0,09 0,14
chocolate 1
Almendra tipo marcona con 0,04 0,15 0,06 0,22 0,47
chocolate 2
Almendra tipo california con 0,04 0,14 0,26 0,23 0,67
chocolate 1
Avellana 1 <LD 1,01 0,37 2,39 3,77
Avellana 2 <LD 0,53 <LD <LD 0,53
Avellana 3 <LD 0,48 <LD <LD 0,48
Avellana con chocolate 1 0,04 0,14 0,04 0,34 0,56
Avellana con chocolate 2 0,04 0,15 0,06 0,28 0,53
Cacahuete tipo chino 1 <LD <LD 0,19 0,57 0,76
Cacahuete tipo chino 2 <LD <LD <LD 0,06 0,06
Cacahuete tipo chino 3 <LD <LD <LD 0,06 0,06
Cacahuete tipo chino con chocolate y <LD 0,14 0,06 0,18 0,38
azucar 1
Cacahuete tipo chino con chocolatey BINb) 0,14 0,05 0,16 0,35
azucar 2
Cacahuete tipo chino con chocolate, <LD 0,14 0,05 0,18 0,37
azlcar y cereal 1
Cacahuete tipo chino con chocolate, <LD <LD 0,06 0,17 0,23
azlcar y cereal 2
Cacahuete tipo argentino 1 <LD <LD <LD <LD
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Tabla (19): (Continuacion)

Concentracion (pg/Kg)

Cacahuete tipo argentino 2 <LD <LD <LD 0,15 0,15
Cacahuete tipo argentino 3 <LD <LD 0,05 0,22 0,27

Cacahuete tipo argentino con <LD <LD 0,04 0,15 0,19
chocolate y aztcar 1

Cacahuete tipo argentino con <LD <LD 0,04 0,16 0,20
chocolate y azucar 2

Cacahuete tipo argentino con 0,04 0,13 0,04 0,18 0,39
chocolate, azucar y cereal 1

Cacahuete tipo argentino con 0,04 0,13 0,04 0,16 0,37
chocolate, azucar y cereal 2

Pistacho 1 <LD <LD 4,12 389,53 393,67
Pistacho 2 <LD <LD <LD 0,19 0,19
Pistacho 3 <LD <LD <LD 0,16 0,16
Pistacho con chocolate 1 0,04 0,13 0,04 0,15 0,36
Pistacho con chocolate 2 0,04 0,13 0,04 0,1 0,37
Maiz 1 <LD <LD 0,04 0,19 0,23
Maiz 2 <LD <LD <LD <LD

Maiz 3 <LD <LD <LD 0,12 0,12
Maiz con chocolate 1 0,04 0,14 0,04 0,19 0,41
Maiz con chocolate 2 0,04 0,15 0,05 0,19 0,43

<LD: Menor al limite de deteccion

Si tenemos en cuenta la suma de las cuatro aflatoxinas estudiadas podemos
determinar un porcentaje de positividad en las muestras de materia prima (nimero de
muestras en las que se detecta una o varias de las aflatoxinas estudiadas con
concentraciones por encima del limite de deteccién) de un 76,5 %.

Todas las muestras positivas de materia prima presentaban concentraciones de B; y B;
por encima del limite de deteccidn; en el caso de las avellanas, ademas de presentar B;
y B, también presentaban valores de G; superiores al limite de deteccidn de la técnica.
Ademas en todos los casos, la concentracion de B; fue superior a la de B, tal y como ha
sido observado por otros autores como Georgiadou et al. (2012).

A la vista de los resultados obtenidos en el andlisis de las muestras (Tabla 19),
podemos decir que en general, los niveles de contaminacién de las muestras
analizadas fueron muy bajos, proximos a los limites de cuantificacion establecidos y en
todos los casos, a excepcion de una muestra de pistacho materia prima, por debajo de
los limites maximos establecidos en la legislacidn para estos contaminantes.

Ademas, se calcularon las concentraciones medias de aflatoxinas para cada materia
prima. Para ello, en las muestras que presentaban alguna aflatoxina por debajo del
limite de deteccidon se tomd como valor numérico una concentracién igual a la mitad
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del limite de cuantificacion (Arifio et al.,, 2009). Los resultados se muestran en la
siguiente tabla:

Tabla (20): Concentraciones medias de aflatoxinas por materia prima

(Gz+G1+Bz+B1)
ng/Kg

Muestra G.ug/Kg Gipg/Kg  Brug/Kg  Bipg/Kg

Almendra 0,025 0,26
tipo marcona

Avellana 0,67 0,09 0,14 0,85 1,75
Cacahuete 0,027 0,09 0,10 0,25 0,47
tipo chino

Cacahuete 0,027 0,09 0,03 0,15 0,30
tipo

argentino

Pistacho* 0,027 0,09 0,04 0,18 0,34
Maiz 0,027 0,09 0,03 0,13 0,28

*Medias realizadas con sélo dos valores.

Los mayores niveles de contaminacion se presentaron en las muestras de avellana
(1,75 pg/Kg), seguidas del cacahuete tipo chino (0,47 ug/Kg) y el pistacho (0,34 pg/Kg).
Por el contrario, la almendra tipo marcona presentd las concentraciones mas bajas de
aflatoxinas (0,26 pg/Kg). En cualquier caso y como se ha comentado anteriormente, se
trata de bajos niveles de contaminacion y similares a los hallados por otros autores en
el analisis de muestras de frutos secos procedentes de diferente origen (Tabla 21).

Sin embargo, fijdndonos en los datos relativos al pistacho que se muestran en la tabla
21, se puede observar que hay gran variabilidad entre los datos de los diferentes
autores. En nuestro caso, hay un valor muy por encima de los datos aportados, de
397,67 ug/Kg para la suma de B; y By, valor que estd muy por encima del limite
maximo de 15 pg/Kg establecido por la legislacién para este alimento, y dos mas bajos
que coincidirian con los analizados por Arifio et al., (2009). Finalmente para el maiz
obtuvimos valores bajos, que se asemejarian con los observados en la EFSA (2007).

Tabla (21): Valores de aflatoxinas en frutos secos y maiz obtenidos por otros autores

Autor Alimento Origen Aflatoxinas

Juan et al., 2008 Cacahuete Marruecos 0,30 pg/Kg de AFTs

Imperato et al., 2011 Pistacho Turquia 1,29 pg/Kg de B,
0,19 pg/Kg de B,

Luttfullah y Hussain., 2011  Almendra Paquistan 2,13 pg/Kg de AFTs

Huang et al., 2010 Cacahuete China 1,0 ug/Kg de B,

0,7 pg/Kg de B,
0,2 pg/Kg de G;
0,6 ug/Kg de G,
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Tabla (21): (Continuacién)

Arifio et al., 2009 Pistacho Iran 0,12 pg/Kg de B,
0,06 pg/Kg de B,
Castells et al., 2008 Maiz Argentina 2,6 ug/Kg de AFTs
Sook et al., 2007 Cacahuete Corea 0,20 pg/Kg de AFTs
Pistacho 3,41 pg/Kg de AFTs
EFSA, 2007 Pistacho 19,3 ug/Kg de AFTs
Almendra Unidn europea 1,72 pg/Kg de aFTs
Avellana 1,6 ug/Kg de AFTs
Cacahuete 2,57 ug/Kg de AFTs
Maiz 0,29 ug/Kg de AFTs

AFTs: Aflatoxinas totales (B1+B,+G1+G5)

Son varios los articulos que describen la existencia de altos niveles de contaminacion
en las muestras de pistachos. Segun Cheraghali et al. (2007), el 7,5 % de las muestras
de pistacho analizadas (10068 muestras procedentes de Irdn) mostraron una
contaminacién por aflatoxinas superior a 15 pg/Kg. Juan et al., (2008), hallaron en su
estudio que el 5 % de las muestras de pistacho (de un total de 20 muestras procedente
de Marruecos) que analizé superaban los limites maximos. En nuestro caso, al tratarse
de una sola muestra es logico pensar en llevar a cabo una repeticion del andlisis
realizado para descartar posibles errores de muestreo.

Teniendo en cuenta que son muy pocas muestras y que el valor del pistacho muy
contaminado no tiene que tomarse en cuenta debido a que estd fuera de rango, se
realizé un analisis de varianza ANOVA con el objetivo de comprobar si las diferencias
encontradas entre las distintas muestras de materia prima eran significativas desde el
punto de vista estadistico. El analisis realizado mostrd que las diferencias encontradas
entre los niveles de contaminacién de las distintas materias primas no eran
estadisticamente significativas (p > 0,05).

Si nos fijamos ahora en las muestras que contenian chocolate, vemos que al contrario
gue en las muestras de materia prima que en algunas de ellas no se detectd ningun
tipo de contaminacién, en el 100% de éstas se identificaron una o varias de las
aflatoxinas estudiadas en concentraciones por encima del limite de deteccion. Ademas
se puede observar un patrén de contaminacion diferente que en las muestras de
materia prima, al detectarse un mayor ndimero de aflatoxinas en las muestras
estudiadas, siendo la B, la aflatoxina que mayor concentracién presenté en todos los
casos, seguida de la G4, a continuacion la B, y por ultimo la G,.

Sin embargo, las muestras con chocolate presentan mayor incidencia de
contaminacién y por mas tipos de aflatoxinas que las de materia prima, y esto puede
ser explicado por la posible contaminacién por micotoxinas en el chocolate de
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cobertura. Asi, Copetti et al. (2011) analizaron muestras de cacao en las que aparecio
contaminacion por aflatoxinas, aunque a una concentracion inferior a 0,5 pg/Kg. Es
mas, el chocolate, ademas del cacao, tiene otros componentes que le podrian aportar
contaminacién de aflatoxinas (la lecitina de soja o girasol, el almidén de maiz, la
vainilla, etc). De la misma manera, hay muestras que tienen afiadido cereal en su
composicion y también puede aportar contaminacién al producto total.

Ademas, en esta contaminacion de las muestras con chocolate, también puede influir
la forma de adicion del mismo. Mientras que la materia prima esta formada por
unidades de frutos secos y la presencia de aflatoxinas es bastante heterogénea, en las
muestras con chocolate, el recubrimiento se realiza en forma liquida y por lo tanto
puede tener la contaminacion por aflatoxinas repartida homogéneamente por todo el
volumen.

La concentracidn media de cada aflatoxina en el total de las muestras con cobertura de
chocolate, se calculd igualmente considerando un valor igual a la mitad del limite de
cuantificacion para las muestras con aflatoxinas en concentraciones que estaban por
debajo del limite de deteccién (Arifio et al., 2009). Asi obtuvimos unos valores de
0,036 pg/Kg para G,, 0,12 pg/Kg para G, 0,05 pg/Kg para B, y 0,18 ug/Kg para B;.
Ademas, se pudo observar que mientras para G, las concentraciones son siempre de
0,04 pg/Kg, para Gy varian entre 0,13 y 0,15 pg/Kg y para B, estan entre 0,04 y 0,06, en
el caso de los valores de las concentraciones de B; éstos mostraban mayor variabilidad
con concentraciones que oscilaban entre 0,09 y 0,34 pg/Kg. Se realizé un analisis de
varianza ANOVA entre las diferentes materias primas con cobertura de chocolate y se
determind que no habia diferencias significativas entre ellas (p > 0,05).

En cualquier caso y al igual que en las muestras de materia prima, las tasas de
contaminacién de estas muestras eran muy bajos e inferiores a los limites maximos
establecidos en la legislacion para estos productos.

Finalmente, otro analisis de varianza ANOVA comparando todas las muestras de
materia prima (con excepcion del pistacho fuera de rango) con todas las muestras de
chocolate revelé que tampoco habia diferencias significativas (p > 0,05) entre ambas.
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6-Conclusiones

1.-La metodologia analitica optimizada y validada en este estudio garantiza la
extraccién de las aflatoxinas B;, By, G1 y G, de forma selectiva de muestras de frutos
secos y cereales con una disolucion de metanol al 70% y cloruro sddico, la adecuada
separacion del analito del resto de sustancias interferentes que puedan aparecer
durante el proceso mediante el uso de columnas de inmunoafinidad y la resolucion
Optima y deteccidon sensible y selectiva de las diferentes aflatoxinas mediante
cromatografia liquida de ultra resolucion (UPLC) con detector de fluorescencia.

2.- Esta metodologia analitica ha demostrado capacidad para proporcionar resultados
satisfactorios en el analisis de aflatoxinas en frutos secos y cereales, cumpliendo los
criterios de especificidad, linealidad, sensibilidad, exactitud y precision establecidos
a nivel internacional.

3.-El perfil de contaminacién de las muestras de materia prima refleja la presencia
mayoritaria de las aflatoxinas B; y B,, salvo en el caso de la avellana en la que se
detectaron también concentraciones de aflatoxina G;. El perfil de contaminacién de
las muestras con chocolate, sigue un patrén diferente, al estar la mayor parte de
ellas contaminadas con las cuatro aflatoxinas.

4.- Las tasas de contaminacion de aflatoxinas en las muestras con chocolate fueron
superiores a las halladas en las muestras de materia prima, lo que anadido a la
diferencia en el perfil de contaminacidn, hace pensar en un aporte adicional de
micotoxinas por el chocolate anadido, aunque en ningln caso estas diferencias
fueron estadisticamente significativas.

5.-Las tasas de contaminacidn de aflatoxinas en muestras de frutos secos y cereal, son
bajas, del mismo orden que las detectadas actualmente en otros paises y se
encuentran por debajo de los limites maximos establecidos por la legislacion para
estos alimentos, salvo el caso de una muestra de pistacho con concentraciones de
estos compuestos muy por encima de estos limites (393,6 ng/g para la suma de las
cuatro aflatoxinas).
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