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RESUMEN

Las aflatoxinas son un grupo de micotoxinas producidas por especies fungicas del
género Aspergillus en determinadas condiciones, pre- y post- cosecha, asociandose a
productos agricolas de las regiones tropicales y subtropicales. Sin embargo, recientes
informes manifiestan contaminacion por aflatoxinas (B2, B1, G2 y G1) en cereales
producidos en Europa, asi como tasas de aflatoxina M1 en leche por encima del limite
legal, lo que pone de manifiesto una problematica en la seguridad alimentaria, puesto
que las aflatoxinas, particularmente la B1, y su metabolito hidroxilado M1 han sido
clasificadas como carcindgenas por la International Agency for Research on Cancer
(IARC).

Se han realizado numerosos estudios sobre la incidencia de aflatoxinas en leche de vaca,
sin embargo existen pocas investigaciones acerca de las tasas de contaminacién en leche
de oveja, de menor produccion pero con gran importancia en la economia rural en el
area mediterranea. Por ello el objetivo de este trabajo de méaster es conocer la incidencia
de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en muestras de racion alimenticia, asi como la de
aflatoxina M1 en leche de oveja y de este modo tratar de establecer la tasa de
transferencia de la aflatoxina B1 procedente de raciones alimenticias a su metabolito

M1 en la leche de oveja.

Para llevarlo a cabo, se tomaron 31 muestras de leche de tanque y 31 de racion
alimenticia de ovino lechero en 7 explotaciones ovinas ubicadas en la comunidad de
Aragén durante la estacion de finales de invierno-primavera. Las muestras se analizaron
siguiendo protocolos de extraccion con solventes organicos, purificacion con columnas
de inmunoafinidad y determinacién mediante cromatografia liquida de alta resolucién

(HPLC) con detector de fluorescencia y derivatizacion fotoquimica.

Una vez analizadas las muestras de racion alimenticia se detecto la presencia de alguna
de las aflatoxinas investigadas en el 23% de las muestras, a niveles de contaminacion
muy bajo. En el caso concreto de la aflatoxina B1, solo se detectd en tres muestras, con
valores muy por debajo del limite maximo establecido por la legislacidn vigente para
este contaminante en alimentacion se ovino lechero (5 ng/g). En cuanto a las muestras
de leche de oveja, no se detectd la presencia de aflatoxina M1 en ninguna de las

muestras analizadas.



ABSTRACT

Aflatoxins are a group of mycotoxins produced by different fungal species, of the genus
Aspergillus, in determined conditions of pre and post harvest, these ones are related to
agricultural products in tropical and subtropical regions. However, recently studies have
shown contamination by aflatoxins (B2, B1, G2, G1) in cereals produced in Europe, as
well as presence of aflatoxin M1 (AFM1) in milk over the legal limit. This situation
shows a problem in food safety due to aflatoxins, specially aflatoxin B1 (AFB1), and its
hydroxylated metabolite M1, have been classified as carcinogenic compounds by the

International Agency for Research on Cancer (IARC).

Several studies have been published about the incidence of aflatoxins in cow’s milk,
however there a few research about contamination rates in ewe’s milk, which has a
lower production but has an important role in the rural economy in the Mediterranean
area. For this reason the aim of this master's work is to know the incidence of aflatoxins
B1, B2, G1 and G2 in animal feed, as well as aflatoxin M1 in ewe’s milk , and so to

establish the carry over rate of AFB1 from animal feed to AFM1 in ewe’s milk.

In order to do that, 31 samples of milk tank and 31 samples of feed for dairy ewe were
taken, from 7 farms located in Aragon, Spain, during the end of winter and beginning of
spring. Samples were analyzed following the procedure of extraction using organic
solvents, purification with immunoaffinity columns and determination through high

performance liquid chromatography (HPLC).

Once the feed samples were analyzed, 23% of them were positive for any of the
aflatoxins studied, contamination levels were low. Particularly for aflatoxin B1, only in
three samples was detected, with values below than the legal limit for this contaminant

in feed animal (5 ng/g). Milk samples did not showed aflatoxin M1 presence.



1. INTRODUCCION

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por mohos que pueden
ocasionar dafios en la salud de los vertebrados ya sea por ingesta, inhalacion o contacto
con la piel. Pueden aparecer en la cadena alimenticia por la contaminacion del moho en
los cultivos, ya sea consumido directamente por personas o usado para alimentar
ganado. Una vez son ingeridas por los animales de abasto, podrian acumularse en
diferentes 6rganos o tejidos, entrando asi a la cadena alimentaria a traves de carne, leche
0 huevos (Marin et al., 2013).

La acumulacion de las micotoxinas o sus metabolitos en los alimentos y los piensos
representa una amenaza importante para la salud humana y la sanidad animal, puesto
que son la causa de afecciones de distintos tipos, como induccién de cancer,
mutagenicidad y trastornos estrogénicos, gastrointestinales, urogenitales, vasculares,
renales y nerviosos. Algunas micotoxinas son también inmunodepresoras, por lo que

pueden reducir la resistencia a las enfermedades infecciosas. (FAO, 2016)

Se estima que el 25% de los cultivos alimentarios mundiales, incluidos muchos
alimentos basicos, se ven afectados por hongos micotoxigénicos. La presencia de
micotoxinas contribuye a importantes pérdidas econdmicas asociadas con sus efectos
negativos en la salud humana, la productividad animal, el comercio tanto nacional como
internacional y el costo de programas dirigidos al analisis y control (Cheli et al., 2013;

Campagnollo et al., 2016).

1.1 Mohos productores de micotoxinas y contaminacion en piensos

Los principales géneros productores de micotoxinas son Aspergillus, Penicillium,
Fusarium y Alternaria (Alonso et al., 2013). Los metabolitos secundarios no estan
asociados con el crecimiento celular, usualmente son producidos en respuesta a alguna
sefial del ambiente donde se encuentra el moho productor, mientras que el metabolismo
primario es comun en todas las especias fungicas e interactlia con rutas metabolicas para
la sintesis y catabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas; el metabolismo

secundario puede ser especifico para cada especie. (Yiannikouris y Jouony, 2002)

La produccion de micotoxinas por los mohos, asi como la contaminacion con sus

esporas puede ocurrir en los cultivos agricolas en diferentes momentos pre y



post-cosecha en determinadas condiciones de temperatura, actividad de agua y
disponibilidad de nutrientes. Practicas agricolas incorrectas, secado inadecuado, mala
manipulacion, embalaje, almacenamiento y transporte son algunas de las condiciones
que promueven el crecimiento del moho, aumentando asi el riesgo de produccion de
micotoxinas. (Marin et al., 2013). Asi mismo la accién de roedores, aves e insectos
pueden facilitar la contaminacién causando lesiones fisicas en las plantas o el cultivo,
generando asi una ruta de acceso para las esporas del moho. (Yiannikouris y Jouony.,
2002).

El crecimiento del moho en el producto esta influenciado por diferentes parametros
fisico-quimicos, entre los que se incluyen actividad del agua (Aw), temperatura,
presencia de oxigeno, y condiciones de pH. Una vez que los alimentos han sido
procesados, la produccion de micotoxinas puede controlarse mediante el
almacenamiento en condiciones que previenen la contaminacion y propagacion fangica.
En lineas generales, el control de la Aw permite prevenir el crecimiento y produccién de
micotoxinas, que pueden acumularse en alimentos ya procesados en los casos que este
parametro se incremente lo suficiente para permitir crecimiento del moho. (Marin et al.,
2013)

Hasta el momento se han identificado méas de 300 tipos de micotoxinas, y el nimero se
encuentra en aumento, ya que aun estan siendo descubiertos nuevos metabolitos y en
espera de la evaluacion de su potencial y contribucién sinérgica a las enfermedades en
animales (Fink-Gremmels, 2008). En la Tabla 1 se pueden observar las micotoxinas
méas conocidas y sus mohos productores, aunque las de mayor importancia en los
alimentos, y por tanto en la salud publica son las aflatoxinas, la ocratoxina A, las

fumonisinas, la zearalenona y la toxina T-2 (Rubio, 2011).



Especies de mohos Micotoxinas
Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. | Aflatoxinas

nomius

A. nidulans y A. versicolor Esterigmatocistina

A. flavus Acido ciclopiazonico

A. ochraceus y Penicillium verrucosum Ocratoxina A

P. griseofulvum Patulina

P. roqueforti Roquefortina

Penicillium spp. Rubratoxina B

Fusarium culmorum, F. graminearum y | Deoxinivalenol o Vomitoxina y
F. sporotrichioides Zearalenona

F. sporotrichioides y F. poae Toxina T-2

F. verticilloides, F. proliferatum, F. | Fumonisinas
nygamai y Alternaria alternata
F. sporotrichioides, F. graminearum y F. | Diacetoxiciscirpenol
poae
Aspergillus, Penicillium y Monascus spp. | Citrinina

Claviceps spp. Alcaloides de ergotamina
Neotyphodium lolii Lolitrem B

N. coenophialum Ergovalina

Phomopsis leptostromiformis Fomopsinas

Pithomyces chartarum Esporidesminas
Rhizoctonia leguminicola Eslaframinas

Tabla 1. Principales especies toxigénicas de mohos y sus micotoxinas.

1.2 Aflatoxinas: origen, definicion y caracteristicas

Las micotoxinas de mayor relevancia en alimentos y piensos son las aflatoxinas. Este
término fue acufiado a comienzos de 1960, tras la muerte de 100.000 pavipollos y patos
en granjas britanicas a causa de una enfermedad conocida como "enfermedad X de los
pavos", que se atribuy0 a la presencia de toxinas de A. flavus, en el pienso que contenia
torta de cacahuete importado de Brasil. En el examen post-mortem de los animales se
revelaba la completa degeneracién de las células del parénquima hepatico asociada con
una proliferacion del conducto biliar (Blout, 1961; Sargeant et al., 1961).



Las aflatoxinas son producidas principalmente por tres especies del género Aspergillus:
A .flavus, A.parasiticus y A. nonius. Se han identificado 18 tipos de aflatoxinas, de los
que solamente 6 se consideran de importancia como contaminantes de los alimentos:
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 y AFM2. Todas las aflatoxinas contienen en su
molécula una mitad dihidrofurano, unida a un anillo cumarina (Figura 1), y son
fuertemente fluorescentes bajo luz ultravioleta (AFBlue-azul o AFGreen-verde),
propiedad que se ha aprovechado para su deteccion en los procedimientos analiticos.
Sus pesos moleculares oscilan entre 312 y 350 Daltons y la mayoria son poco solubles
en agua, pudiéndose extraer con disolvente organicos moderadamente polares, tales

como el cloroformo o el metanol. (Soriano, 2007).
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Figura 1: Estructura de las aflatoxinas mas importantes como contaminantes de

alimentos. (Campagnollo et al., 2016)

Bajo determinadas condiciones de temperatura y Aw elevada, algunas cepas de A.flavus
producen aflatoxinas del grupo B, mientras que A. parasiticus y A. nomius son capaces
de producir toxinas del grupo B y G. Las aflatoxinas M1 y M2 son metabolitos
oxidativos de las aflatoxinas B1 y B2 respectivamente, producidos por animales y
humanos tras la ingesta de estas aflatoxinas, y que pueden encontrarse en la leche

materna y en sus derivados lacteos.



Los factores condicionantes para el desarrollo de los mohos no siempre coinciden con
los necesarios para la produccion de aflatoxinas. A. flavus puede proliferar a
temperaturas de 10 a 45°C, con una actividad de agua (Aw) de alrededor de 0,78. Sin
embargo, la temperatura éptima para la produccion de toxinas se sitla entre los 25 y los
30°C, y una Aw de 0,95 a 0,99, si bien puede ser inferior A. parasiticus presenta unas
pautas similares, aunque la Aw Optima para su crecimiento es inferior (de 0,83), y para
la produccion de toxinas es de 0,87, con unas temperaturas entre 28 y 30°C (Sanchis y
Magan , 2004; Ribeiro et al., 2006). En cuanto a la composicidn gaseosa, al tratarse de
mohos aerobios su crecimiento se detiene a concentraciones de CO, del 25%, mientras
gue se necesitan concentraciones superiores a 50% para detener la sintesis de

aflatoxinas (Giorni et al., 2008).

Estos mohos infectan los cultivos y producen aflatoxinas en diferentes productos
vegetales antes de la recoleccion, pero incrementan esa produccion cuando el producto
ya se ha recolectado y las condiciones de almacenamiento permiten o estimulan su

crecimiento (Soriano, 2007)

La incidencia de aflatoxinas en alimentos y piensos es relativamente alta en zonas
tropicales y subtropicales con humedad y temperatura alta que promueve el crecimiento
del moho, aunque la contaminacion también puede producirse en desiertos calidos en
regadio y en zonas templadas donde se produce una época de sequia (Cotty y Jaime-
Garcia, 2007). Los cultivos mas afectados son maiz, cacahuete, y semilla de algodon,
aunque de igual manera otras materias primas en la industria agricola como arroz, soja,
pistacho y cebada pueden ser altamente contaminadas (Arifio et al., 2009; Oplatowska-
Stachowiak, et al., 2016).

1.3 Efectos toxicoldgicos de las aflatoxinas

La ingesta de aflatoxinas por el hombre o los animales provoca el desarrollo de una
enfermedad conocida como aflatoxicosis, la cual presenta una serie de sintomas entre
los que se incluyen pérdida de apetito, poca ganancia de peso, diarrea, sangre, defectos
en nacimientos, y dafio en rifidén, higado o pulmén (Scudamore y Livesey, 1998). Esto
conlleva a la disminucion en la ingesta de alimentos, lo cual explica la reduccién en

produccion de leche en ganado expuesto a aflatoxinas. (Fink-Gremmels, 2008).



La aflatoxicosis no necesita obligatoriamente al moho productor de la toxina, ya que es
un peligro abiodtico pero con origen biotico. Las caracteristicas del diagnostico de las
micotoxicosis incluyen: la enfermedad no es transmisible, el tratamiento con
medicamentos y antibidticos tiene poco o nulo efecto, los brotes son frecuentemente por
temporadas, y dichos brotes estdn usualmente asociados con productos alimenticios

especificos (Marin et al., 2013).

Por otra parte, es poco lo que se conoce acerca de los posibles efectos sinérgicos de las
micotoxinas, ademas de la dificultad de un diagndstico preciso sobre micotoxicosis, ya

que otras enfermedades presentan los mismos sintomas (Storm et al., 2014).

La dosis y el periodo de exposicién del organismo a la toxina son influyentes en el
cuadro de sintomatologia. Las manifestaciones clinicas de la aflatoxicosis aguda son,
vomitos, dolor abdominal, edema pulmonar, asi como infiltracion grasa y necrosis del
higado. No obstante la aparicion de estos cuadros en seres humanos es sumamente
escasa, puesto que habitualmente los alimentos deteriorados por hongos se desechan o

se destinan a alimentacién animal. (Kensler et al., 2011).

Del conjunto de aflatoxinas destaca por su toxicidad la aflatoxina B1, que ha sido
clasificada como carcinogénico para humanos en el grupo 1 por la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer (IARC,2002) Cuando los animales de abasto,
en este caso las ovejas, ingieren la aflatoxina B1 a través del pienso contaminado, ésta
es degradada en el rumen por la flora microbiana alli presente, resultando en la
formacion de aflatoxicol. La porcion de aflatoxina B1 remanente es absorbida en el
tracto digestivo por difusién pasiva e hidroxilada en el higado hacia aflatoxina M1, la
cual puede ser conjugada con acido glucurdnico, y posteriormente excretada via bilis, o
ser recirculada hacia otros lugares, en los que puede derivar su excrecion en la orina,

leche y otros fluidos del animal. (Fink-Gremmels, 2008; Campagnollo et al., 2016).

La aflatoxina M1 se encuentra clasificada dentro del grupo 2B como posible
carcinogéenico para humanos, pero cabe destacar que presenta suficiente evidencia
como agente potencial carcinogénico en animales (IARC, 2002). Diferentes estudios
llevados a cabo estudios en primates, peces y roedores, ponen de manifiesto la alta

susceptibilidad de éstos Ultimos a estas sustancias.



El higado es el principal 6rgano afectado por la accién toxica de la aflatoxina B1. Sin
embargo, dependiendo de la especie animal, dosis, via de exposicién y factores en la
dieta, también han sido descritos tumores en otros organos tales como rifion y colon
(Kensler et al., 2011). Dentro de los pasos claves en el mecanismo de accion incluyen el
metabolismo hacia la formacion del exo-epdéxido el cual se une al ADN y genera
aductos y error en la codificacion para replicacién del DNA, lo que conlleva al

desarrollo de mutaciones con formacion eventual de tumores (IARC,2002).

Teniendo en cuenta su riesgo y potencial cancerigeno, hoy en dia el Comité mixto
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios de la Unién Europea, no ha
establecido un limite de seguridad respecto al nivel sin efecto adverso observable
(NOAEL). Por lo que se recomienda que el nivel de ingesta se reduzca, siendo tan bajo
como sea posible (JECFA, 2001)

1.4 Incidencia de aflatoxinas en piensos y leche

La contaminacion primaria de los cultivos agricolas en Europa no ha sido considerada
un problema durante muchos afios. Sin embargo, la contaminacion provocada por
aflatoxinas en el maiz cultivado en todo el sur de Europa debido a condiciones
favorables, tales como las altas temperaturas, sequia y fuertes dafios por insectos, ha
supuesto un giro a los acontecimientos, posiblemente influenciado por los cambios en el
clima y las practicas agricolas. Esto ha culminado en cantidades relativamente altas de
aflatoxinas en las Gltimas cosechas de maiz y en los piensos derivados, dando como
resultado tasas de aflatoxina M1 en muestras de leche por encima del limite legal.

En el afio 2013, la Junta de Andalucia inform6 que se habia detectado la presencia de
aflatoxina M1 por encima de los limites maximos establecidos en leche procedente de
animales alimentados con maiz contaminado con aflatoxina B1 en explotaciones
ganaderas andaluzas. Se destruyeron méas de un millon de litros de leche asi como
también se inmovilizaron mas de 800 toneladas de maiz en explotaciones.

Entre el aflo 2014 y lo transcurrido del 2016, en Europa se han notificado 51 casos de
contaminacion con aflatoxinas en piensos a través del sistema de alerta rapida para
piensos y alimentos (Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF). En el caso de la
leche y sus derivados el nimero desciende a tan solo 5 casos, siendo Italia el principal

pais implicado en dichas notificaciones (RASFF, 2016).



1.5 Indices de transferencia B1 A M1 en leche de oveja

La produccion de leche de oveja es de gran importancia en el area Mediterranea, pese a
ser notablemente inferior a la de vaca. Espafia es la tercera potencia en produccion
europea en leche de pequefios rumiantes, en el afio 2014 hubo una produccion de 574,4
millones de litros de leche de oveja, destacando las comunidades Auténomas de Castilla
de Ledn y Castilla de la Mancha, a pesar que Aragdn presenta una produccion mas baja
de leche de oveja, 2246 miles de litros (MAGRAMA, 2014). Pese a su baja incidencia
en el sector lacteo, diversas circunstancias relacionadas con los sistemas de produccién
y su ubicacion, asi como las especiales caracteristicas de los productos que con ellas se
elaboran, hacen que la leche de pequefios rumiantes tenga notable importancia en el

medio rural, destinada principalmente a la elaboracion de queso.

De acuerdo a lo publicado por Battacone y colaboradores (2005), el indice de
transferencia de aflatoxina B1 a M1 en leche de oveja varia en un rango entre 0,08% a
0,33%, mientras que para leche de vaca es 0,33% a 3%. Otras publicaciones concluyen
que la variabilidad observada en dicho indice de transferencia entre animales se puede
deber a la diferencia en la actividad de degradacion originada en el rumen, en la
formacién de aflatoxicol, en el sistema enzimatico de oxidacion (AFB1) asi como en la
permeabilidad de las glandulas mamarias. La excrecion de aflatoxina M1 en leche
empieza entre 12 y 24 horas después de haber ingerido el pienso contaminado,
alcanzando los maximos niveles en pocos dias y desapareciendo 24 horas después de

haber eliminado la aflatoxina de la dieta (Campagnollo et al., 2016).

Es importante resaltar que la tasa de transferencia de la aflatoxina desde el pienso hasta
la leche puede variar, ya que dicho proceso se ve influenciado por factores nutricionales
y fisioldgicos, en donde se incluye también regimenes de alimentacion, proporcion de
ingesta, velocidad de digestién, salud del animal, capacidad hepatica de
biotransformacion, produccion actual de leche, localizacién geografica y estacion del
afio. Todos estos factores influyen en que la velocidad de absorcion de las aflatoxinas, y
la excrecidn de aflatoxina M1 en leche, varie entre los diferentes animales individuales
(vaca,oveja,cabra, entre otros), asi como entre dias de ordefio y entre explotaciones de
ganado lechero (Fink-Gremmels, 2008).

La aflatoxina M1 es termoestable, no se destruye por el procesado de la leche y los
productos lacteos, ni por los tratamientos efectuados durante el procesado del queso, por
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lo que permanece inalterable en leches tratadas térmicamente y productos lacteos. En
todo caso se ha verificado un ligero descenso en leche UHT tras largo almacenamiento
(Anfossi et al, 2011). La leche y derivados son productos habituales en la dieta, con lo

que la aflatoxina M1 es un factor de un riesgo para el consumidor.

Teniendo en cuenta la implicacion en salud publica y el riesgo que representa la
existencia de aflatoxina M1 en leche debido a su previa transferencia a partir de piensos
contaminados, son numerosos los estudios realizados hasta la fecha relacionados con el
tema, si bien en su mayoria hacen referencia a la leche de vaca (Rodriguez et al., 2003,
Fink-Gremmels. 2008; Prandini et al., 2009; Campagnollo et al., 2016; Becker-Algeri
et al., 2016;). Diferentes estudios se han enfocado en la importancia y riesgo en leche de
oveja (Benedetti et al., 2005; Bognanno et al., 2006; Rahimi et al., 2010; Fallah et al.,
2016;).

1.6 Normas y limites para las aflatoxinas en piensos y leche

La contaminacion de alimentos y piensos con aflatoxinas es estrictamente contralada en
muchos paises alrededor del mundo. Por tal razén y en pro de favorecer la inocuidad y
reducir el riesgo con aflatoxinas, se han establecido limites para diferentes tipos de
alimentos. En la Unidn Europea se ha determinado que el limite maximo para piensos
destinados a vacas lecheras y terneros, ovejas lecheras y corderos, cabras lecheras y
cabritos, lechones y aves de corral jovenes no debe superar 5 ug/kg de aflatoxina B1
calculado sobre la base de un contenido de humedad del 12 % (Reglamento UE n ° 574/
2011, que modifica el anexo | de la Directiva 2002/32/CE). Actualmente solo se
encuentra regulada la aflatoxina B1 en productos destinados a la alimentacion animal
debido a su potencial peligro en la salud de los animales y posible transferencia hacia

los consumidores.

Por otro lado para el caso de la aflatoxina M1, la Union Europea ha establecido su nivel
méaximo como 50 ng/kg en leche cruda, leche tratada térmicamente y leche para la
fabricacion de productos lacteos (Reglamento 1881/2006/CE) en contraste con la Food
and Drug Administration (FDA), quienes han establecido el nivel maximo de AFM1 en
500 ng/kg.

11



1.7 Técnicas de analisis de aflatoxinas

Con el paso de los afios y el interés en identificar la presencia de aflatoxinas en
alimentos de una manera sencilla y eficaz, se han implementado diferentes técnicas
buscando solventar esta necesidad. El analisis de aflatoxinas consta de diferentes etapas
dentro de las cuales cabe destacar: muestro, extraccion y purificacion.

El muestreo juega un papel muy importante en la precision del analisis de contenido de
aflatoxinas en la matriz de interés, por tal razén se debe tomar una muestra homogénea
y representativa a analizar. Los métodos para llevar a cabo dichos muestreos estan
regulados por el Reglamento (CE) 401/2006, posteriormente modificado por los
Reglamentos (UE) N° 178/2010 y N° 519/2014.

Continuando, la extraccion consiste en liberar de la matriz alimentaria las aflatoxinas de
interés, para lo que se utilizan diferentes solventes. El uso de determinado solvente o
combinacion de estos depende de la polaridad de la aflatoxina, del tipo de muestra a
analizar y del procedimiento de purificacion que se haya elegido. Posteriormente se
realiza una etapa de purificaciones, con la que se consigue eliminar las sustancias o
componentes de la muestra que pueden generar un error de interpretacion al
comportarse similar que la aflatoxina de interés, interfiriendo asi en su deteccion y
cuantificacion.

Posteriormente se realiza la purificacion (clean- up), la cual busca llevar a cabo una
separacion de las aflatoxinas de interés del resto de analitos co-extraidos en la etapa de
extraccion.

La purificacion con columnas de inmunoafinidad es una de las técnicas mas utilizadas
en los ultimos afios, gracias a su facilidad de uso y alta selectividad. Dichas columnas
constan de anticuerpos monoclonales, anti-toxina que se encuentran inmovilizados en

un gel de agarosa (Kensler et al., 2011)

Para llevar a cabo dicha purificacion se afiade la muestra a analizar, en donde las
aflatoxinas se uniran a los anticuerpos especificos fijados en la columna, acto seguido se
realiza un lavado, y finalmente se realiza una elucién con disolvente para romper la

unién antigeno-anticuerpo, liberando asi la aflatoxina de interés.
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Figura 2. Procedimiento de purificacion haciendo uso de columnas de inmunoafinidad
(Romerlabs, 2016)

Dichas columnas pueden ser usadas para purificar y concentrar extractos de aflatoxinas
antes de analizarlos con varias técnicas como HPLC y LC-MS.

Finalmente para la determinacion de aflatoxinas, se suelen wusar técnicas
inmunoquimicas ya sea de cribado como ELISA, flujo lateral, inmunosensoress, o tiras
de inmunocromatografia. Estos métodos se basan en la inmunodeteccion de toxinas
empleando anticuerpos como elemento especifico para el reconocimiento de la
aflatoxina de interés, y han incrementado su uso en la Ultima década gracias a su rapidez

y sencillez de uso. (Wang et al., 2016)

Por otro lado uno de los métodos instrumentales mas utilizados actualmente es la
cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a detectores de fluorescencia (HPLC-
FLD), en donde se incluyen columnas de fase reversa, con el fin de detectar las
aflatoxinas las cuales tienen propiedad fluorescente. (Trombete et al., 2013)

13



2. OBJETIVOS
En el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

e Optimizar la metodologia validada en el laboratorio para el analisis de aflatoxina
M1 en muestras de leche de vaca, basada en la purificacion por columnas de
inmunoafinidad y la determinacion por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), con el fin de adecuar la técnica para el analisis de la aflatoxina M1 en
muestras de leche de oveja.

e Investigar las tasas de contaminacion por aflatoxinas Bl, B2, G1 y G2 en
muestras de racion alimenticia para ganado ovino de leche, por un método basado
en la purificacion de las aflatoxinas mediante columnas de inmunoafinidad y su
determinacion por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

e Conocer la incidencia de aflatoxina M1 en leche de oveja, de interés por su
riesgo para la salud publica.

e Estudiar la tasa de transferencia de aflatoxina M1 a la leche de oveja, como
consecuencia de la hidroxilacion de la aflatoxina Bl procedente de raciones

alimenticias del ganado.
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METODOLOGIA

3.1 Material, equipos y reactivos

3.1.1 Material
e Material de laboratorio de vidrio: Viales de color ambar de 4 mL, embudos,
vasos de precipitado, erlenmeyer.
e Material de laboratorio de plastico: Tubos Falcon de 50 mL, puntas de
micropipeta, pipetas pasteur, frascos de toma de muestras de 250 mL con tapa y
obturador, jeringas desechables de 10 mL.
e Papel de filtro Whatman n°4 de 125 mm de diametro.
e  Papel de microfibras de vidrio.
e Columnas de inmunoafinidad: AflaTEST® WB SR, AflaM1™ (Vicam; Milford,
Massachussetts, EEUU).
e Micropipetas de volumen variable ( 10-100 uL, 100-1000 uL y 1 mL a 10 mL)
Thermo Scientific
e  Microjeringa de vidrio de 250 pL SGE para HPLC

3.1.2. Equipos
e Cromatografo de liquidos HPLC Agilent HP 1100 series equipado con:

- Columna cromatogréfica de fase reversa octadecil RP C18 de 250 mm de

longitud x 4,6 mm de diametro y 5 um de tamafio de particula, ACE 5 C18

Precolumna de fase reversa RP18 pK5

- Inyector manual

- Moddulo de bomba o sistema de bombeo binario para la fase movil
- Detector de fluorescencia (FLD)

- Detector ultravioleta de red de diodos (DAD)

Detector de derivatizacion fotoquimica (PHRED UVE)

Unidad de control del equipo y tratamiento de datos con el software Controllab
3D
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Balanza analitica monoplato Sartorius CP 224 S con 0,0001 g de precision
Bafio de ultrasonidos Branson 3510

Bafio Termostéatico de Stuart Scientific

Centrifuga Rotofix 32 de Hettich.

Concentrador de muestras con placa calefactora para evaporacion por corriente

de N,

Molino K-6 Platino (Ascaso Factory, Barcelona, Espafia)

Sistema de filtracién a vacio compuesto por: Bomba de vacio XX552205 (de 0

a 100 kPa) (Millipore, Massachusetts, EEUU) matraz Erlenmeyer de 1 L, portafiltros

con pinza, matraz kitasato de 1 L

Rota-Tubos TK3S (Techno Kartell)
Congelador Templow-20°C (Selecta)
Analizador electronic de humedad de Kern

Estufa de desecacion Digitheat, J.P SELECTA, W:1200, V:230 (Barcelona,

Espafia)

3.1.3 Reactivos
Metanol (CH,OH) grado HPLC de Fisher Scientific
Acetonitrilo (CH;CN) grado HPLC de Fisher Scientific.
Agua desionizada calidad milli-Q. Resistividad 18,2 mQ/cm.
Cloruro de sodio (NaCl) de Sigma Aldrich.

Gas Nitrogeno N, C55 de Carburos metalicos

Patron mix de aflatoxinas (Patron comercial) con concentraciones de 1 pg/mL
de aflatoxinas B, y G,, y de 0,3 pg/mL de aflatoxinas B, y G, en metanol (Pureza
99,5%) de Sigma Aldrich
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e Patron de aflatoxina M1 con concentracion 500 ng/mL en metanol de Sigma
Aldrich

3.2 Toma de muestras

Se tomaron 31 muestras de leche y 31 muestras de racion alimenticia para ganado ovino
lechero en 7 explotaciones ubicadas en Aragdn, seis de ellas localizadas en la provincia

de Teruel y una en la provincia de Zaragoza.

En seis de las explotaciones se suministraba al ganado dieta completa (unifeed), por lo
que las muestras de la racién (entre 600-800 gramos) fueron recogidas del carro
mezclador. En la explotacion restante, con sistema pienso-forraje, se tomaron por
separado alicuotas de pienso y heno de alfalfa. Todas las muestras de alimento para

ganado se introdujeron en bolsas con cierre a presion para el transporte al laboratorio.

La composicion y el origen de las materias primas de las raciones varian en cada
explotacion, bien por proceder de diferentes fabricas de piensos, por incluir un
determinado subproducto, o por la proporcion de los componentes. Se tomaron los datos

acerca de la composicion de la racion alimenticia de las explotaciones.

Las muestras de leche se recogieron directamente del tanque de refrigeracion, en frascos
de toma de muestras de 250 mL de capacidad con tapa y obturador, y se conservaron en

temperatura de congelacién hasta el momento de su analisis.

La toma de muestras se realizé durante los meses de febrero, marzo, abril y mayo de
2016.

3.3 Acondicionamiento de las muestras de racién alimenticia

El Reglamento 574/2011, en su anexo Il refleja el contenido méximo de Aflatoxina B1
en mg/kg en productos destinados a la alimentacion animal, calculado sobre la base de
un contenido de humedad del 12 %. Por ello, una vez las muestras de racion alimenticia
fueron recibidas y codificadas en el laboratorio, se determiné la humedad haciendo uso
de un medidor de humedad. Las muestras que presentaron un valor de humedad
superior al 12% fueron secadas en estufa a 130°C durante 2 horas. Posteriormente se
midi6 nuevamente la humedad para verificar que cumplieran con el parametro

establecido antes del analisis.
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Las muestras que contenian granos de maiz enteros o en fragmentos grandes fueron
sometidas a molturacion en un molino K-6. Todas las muestras fueron bien mezcladas y

homogeneizadas antes de su analisis, para minimizar la variabilidad de los resultados.

3.4  Determinacion de aflatoxinas totales (B1, B2, G1, G2) en raciones de

alimentacion para ganado ovino lechero

La determinacion de aflatoxinas en las muestras de racion alimentaria de ovino lechero
se realizd por cromatografia liquida de alta resolucidn, con detector de fluorescencia
(HPLC-FLD) y fotoquimico (PHRED), segun el método previamente optimizado y
validado en el laboratorio de anlisis, basado en la Norma UNE-EN-1SO 1650, asi como
en las recomendaciones del fabricante de las columnas de inmunoafinidad AflaTEST®
WB SR.

Para la extraccion de los metabolitos de interés, se pesaron 25 g de muestra y se
mezclaron con 2,5 g de NaCl. Seguidamente se agregaron 50 mL de metanol:agua
(80:20), y se homogeneizd la mezcla durante 1 minuto en rotatubos, filtrando a
continuacién con papel Whatman N°4. De este filtrado se tom6 una alicuota de 10 mL
que se diluyd con 40 mL de agua mili-Q. Tras agitar durante 3 minutos en rotatubos se
realiz6 una segunda filtracion con papel de microfibra de vidrio.

A continuacion se llevo a cabo el proceso de purificacion, para el cual se tomaron 10
mL del extracto obtenido previamente, y se pasaron por la columna de inmunoafinidad
Aflatest WBV SR a flujo constante de 1-2 gotas/segundo. Acto seguido se lavé la
columna con 10 mL de agua mili-Q, conservando el mismo flujo. Finalmente se carga 1
mL de metanol a la columna con el fin de eluir los analitos de interés, que fueron

recogidos en un vial ambar, donde se agregé 1 mL de agua mili-Q

El proceso de separacion, identificacion y cuantificacion de las aflatoxinas B1, B2, G1,
G2 se realizd previa inyeccion manual en el sistema cromatografico de 100 pL del
extracto purificado, usando como fase mdvil metanol, acetonitrilo y agua en una
relacion 5/1/4, a un flujo de 0,7 mL/min en condiciones isocraticas. La longitud de onda
de emision para deteccion de aflatoxina B1 y B2 fue de 435 nm y para G1 y G2 fue de
460 nm, mientras que la de excitacion fue de 365 nm. La duracién de cada analisis fue

de 15 min y se fijo una temperatura de la columna de 25°C.

18



La identificacién de cada una de las aflatoxinas se llevd a cabo mediante la comparacion
de sus tiempos de retencion con los de las correspondientes soluciones patron,

inyectadas en idénticas condiciones.

La cuantificacion se llevo a cabo mediante interpolacion de los valores obtenidos en una
curva de calibracién elaborada cada dia de trabajo cromatogréafico, inyectando
cantidades conocidas de aflatoxinas preparadas a partir de disoluciones comerciales.
Para el caso de aflatoxinas B1 y G1, se elabord una solucion madre de 10 ng/mL y para
B2 y G2 de 3 ng/mL, en la misma mezcla seleccionada para la fase movil:
metanol/acetonitrilo/agua (5/1/4). A partir de esta solucion se elaboraron patrones a
diferentes concentraciones: 5; 2,5; 1 y 0,5 ng/mL para aflatoxina B1 y G1. Para B2 y G2
las concentraciones fueron: 3; 1,5; 0,75; 0,3 y 0,15 ng/mL.

Los patrones comerciales y las soluciones madre preparadas a partir de éstos se
mantuvieron en viales ambar en congelacion a -20°C, para garantizar su estabilidad a
largo plazo. Las soluciones de calibracién, se mantuvieron en un vial ambar en
refrigeracion a 4°C.

Todas las soluciones patron se dejaron atemperar a temperatura ambiente previo a su
uso.

3.5  Determinacion de aflatoxina M1 en leche de ganado ovino

El estudio de la presencia de aflatoxina M1 en las muestras de leche de oveja se ha
realizado por purificacion mediante columna de inmunoafinidad y determinacion
mediante cromatografia liquida de alta resolucion, con detector de fluorescencia
(HPLC-FLD) y fotoquimico (PHRED), con ligeras modificaciones sobre el método
previamente optimizado y validado en el laboratorio de analisis para leche de vaca,
basado en la Norma UNE-EN-ISO 14501, asi como en las recomendaciones del

fabricante de las columnas de inmunoafinidad AflaM1™ .

Teniendo en cuenta la naturaleza de la leche de oveja y su alto contenido de grasa, se
modifico el protocolo validado por el laboratorio incrementando el volumen de muestra
de partida y afiadiendo un una filtracion con filtro de microfibra de vidrio Whatman®4
en la fase de extraccion previa a la purificacion por columna de inmunoafinidad. No se
realizaron modificaciones en las condiciones cromatograficas. Por ello se llevé a cabo

un estudio de la exactitud y precision del método, criterios de funcionamiento que
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podrian verse afectados por las modificaciones realizadas, con el objeto de comprobar la

adecuacion del mismo en las condiciones de trabajo establecidas.

Segin la Decisién de la Comisién 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).
3.5.1 Recuperacion (Exactitud)

Existen diferentes procedimientos para evaluar la exactitud de una metodologia. En el
presente trabajo, por no disponer de material de referencia certificado que indique un
valor de referencia aceptado, se opté por realizar un estudio de recuperacién
enriqueciendo con patron comercial certificado de aflatoxina M1 alicuotas de una
misma muestra de leche de oveja a tres niveles de concentracion: 25, 50 y 100 ng/L
(ppt). El intervalo de concentracion se selecciond con objeto de comprobar la validez
del método para determinar niveles de aflatoxina M1 en valores equivalentes a 0,5, 1 y

1,5 veces el limite maximo de residuos establecido por la legislacion (50 ng/L).

Para la obtencion del porcentaje de recuperacion de la técnica, se usé la siguiente

formula:

Concentracion calculada
* 100

% Recuperacion = - —
Concentracion tedrica

3.5.2 Reproducibilidad

La reproducibilidad de un método consiste en el estudio de la precision bajo
condiciones en las que los resultados de una medicion se obtienen con el mismo
método, sobre el mismo mesurando, con diferentes operadores, diferentes equipos de
medida, diferentes laboratorios, etc. Se expresa como desviacion estandar relativa
(RSDR %), calculada a partir de los resultados obtenidos en condiciones de
reproducibilidad

En este caso, se estudid la reproducibilidad intralaboratorio o precision intermedia,

analizando 6 muestras enriquecidas a diferentes concentraciones del rango de trabajo
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(25, 50 y 100 ng/L) en dos dias diferentes, bajo diferentes condiciones ambientales

propias del entorno, con el mismo equipo medidor (HPLC) y el mismo analista.
3.5.3 Repetibilidad

La repetibilidad de un método consiste en el estudio de la precision bajo condiciones en
las que los resultados de una medicién se obtienen con el mismo método, con el mismo
operador, utilizando el mismo instrumento de medida y durante un corto intervalo de
tiempo. Se expresa como desviacién estandar relativa (RSDr %), calculada a partir de

los resultados obtenidos en condiciones de repetibilidad.

El estudio de la repetibilidad se llevo a cabo mediante analisis por triplicado de las
muestras enriquecidas a diferentes concentraciones del rango de trabajo (25, 50 y 100
ng/L). Las muestras fueron extraidas el mismo dia, por el mismo analista, y analizadas

en el mismo HPLC.

3.5.4 Descripcion del procedimiento analitico
En primer lugar, para desarrollar el proceso de extraccion se calentaron 150 mL de la
muestra de leche en un bafio a 37°C durante 10 min. Transcurrido este tiempo la
muestra precalentada se distribuyé en 3 tubos falcon (50 mL tubo), que se
centrifugaron a 4000 rpm durante 15 min. Acto seguido se separd la capa de grasa de la
leche desnatada que fue filtrada con papel Whatman N°4, reuniéndose los tres extractos.
Una vez culminada esta primera filtracion, finalmente se realizé una segunda filtracion

con papel microfibra de vidrio N°4,

A continuacion se llevo a cabo el proceso de purificacion, para el cual se tomaron 50
mL del extracto obtenido previamente, y se pasaron por la columna de inmunoafinidad
Afla M1™ a flujo constante de de 1-2 gotas/segundo, con ayuda de una jeringa de 50
mL acoplada en la parte superior. Acto seguido se lavo la columna pasando a su través
10 mL de agua mili-Q, conservando el mismo flujo. Los metabolitos de interés se
eluyeron pasando consecutivamente a través de la columna 1,25 mL de
acetonitrilo:metanol (3:2) y 1 mL de agua mili-Q, a un flujo de una gota cada 2-3

segundos. Ambos eluatos se recogieron en el mismo vial color ambar.

El proceso de separacion, identificacion y cuantificacion de aflatoxina M1 en leche de
oveja, se realizO previa inyeccion manual en el sistema cromatografico 100 pL de

extracto purificado, usando como fase mavil acetonitrilo: agua en una relacion 25/75, a
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un flujo de 1 mL/min en condiciones isocraticas. La longitud de onda de emision fue de
435 nm y la de excitacion de 365 nm. La duracion de cada analisis fue de 15 minutos, y

se fijo una temperatura de la columna de 30°C.

La cuantificacion se llevo a cabo mediante interpolacion de los valores obtenidos en una
curva de calibracién elaborada cada dia de trabajo cromatogréafico, inyectando
cantidades conocidas de aflatoxina M1 preparada a partir de disoluciones comerciales.
En primer lugar se elabor6 una solucién madre de 500 ng/L y a partir de esta se
elaboraron patrones a concentraciones de 250, 200, 150, 100, 75 y 50 ng/L en la misma

mezcla seleccionada para la fase mdvil: acetonitrilo: agua (25/75).

Los patrones comerciales y las soluciones madre preparadas a partir de éstos se
mantuvieron en un vial &mbar en congelacion a -20°C, lo que garantiza su estabilidad a
largo plazo. Las soluciones de calibracion, se mantuvieron en un vial ambar en
refrigeracion a 4°C. Las soluciones patron se dejaron atemperar a temperatura

ambiente siempre previo a su uso.

La identificacién de los analitos presentes en las muestras se realizd6 mediante la
comparacion de sus tiempos de retencidon con los de las correspondientes soluciones

patrdn, inyectadas en idénticas condiciones.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Determinacion de aflatoxinas totales (B1, B2, G1, G2) en raciones de

alimentacion para ganado ovino lechero alimentacién para ganado ovino lechero

Tras analizar las raciones alimenticias para ganado ovino lechero siguiendo la
metodologia descrita previamente, se obtuvieron los cromatogramas correspondientes,
identificandose los picos de las aflatoxinas presentes en cada una de las muestras por

comparacién de sus tiempos de retencidn con los de las soluciones patrén.

En las figuras 3 y 4 se reproducen los cromatogramas de dos muestras en las que se
detectd contaminacion por aflatoxina B1 y aflatoxina G2 respectivamente. Asi mismo la
Figura 5 muestra el cromatograma de una mezcla de patrones de concentracion 2,5

ng/mL usado para realizar la curva de calibracion.
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Figura 3. Cromatograma de una muestra de racion alimenticia (MPO 12) contaminada

con aflatoxina B1.
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Figura 4. Cromatograma de una muestra de racion alimenticia (MPO5A) contaminada
con aflatoxina G2.
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Figura 5. Cromatograma de un patrén mix de aflatoxinas G2, G1, B2 y Bl de 2,5
ng/mL.
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Con el fin de cuantificar la cantidad de aflatoxinas totales en las raciones evaluadas, se
elaboraron curvas de calibracion diariamente con las concentraciones previamente
mencionadas, con las cuales se hizo la respectiva interpolacién. Con las rectas de
regresion se evalud la linealidad, que se verific tras obtener R*> 0,999 en cada una de
las rectas, lo que asegur6 una adecuada cuantificacion del analito. En las Figuras 6 a 9
se muestran las rectas de calibrado obtenidas para las aflatoxinas G2, B2, G1 y Bl

respectivamente.

AFLATOXINA G2
1500
1000
§ y =45477x - 26,53
\< 2 —
500 R2=10,9996
0 T T T T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5
Concentracion
Figura 6. Curva de calibracion aflatoxina G2 0,15-3 ng/mL.
AFLATOXINA B2
4000
3000 —

y =1061,1x - 6,971

48]

(<]

< P R? = 0,9996
1000 //

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
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Figura 7. Curva de calibracién aflatoxina B2 0,15-3 ng/mL.
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Figura 8. Curva de calibracién aflatoxina G1 0,5-10 ng/mL.
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Figura 9. Curva de calibracién aflatoxina B1 0,5-10 ng/mL.

Para evaluar las tasas de contaminacion de las aflatoxinas tras los andlisis
cromatograficos se tuvieron en cuenta los limites de deteccién y cuantificacion

previamente calculados en el laboratorio, que se muestran en la Tabla 2.

AFLATOXINA LD LC
(ng/g) (ng/g)
B1 0,05
B2 0,05
Gl 0,075 0,1
G2 0,05

Tabla 2. Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) de la metodologia utilizada
para aflatoxinas B1, B2, G1y G2.

25




A este aspecto, cabe mencionar que el limite de deteccién (LD) se define como la
minima cantidad de analito presente en las muestras que se puede detectar pero no
necesariamente cuantificar, mientras que el limite de cuantificacion (LC) es la menor
cantidad de analito de la muestra que puede ser medida cuantitativamente con una

certeza estadistica razonable.

Estos valores son semejantes a los descritos por otros autores, como Medina y Magan
(2012), quienes determinaron los limites de deteccidon para aflatoxinas B1, B2, G1y G2,
en: 0,015; 0,0120; 0,042 y 0,023 ng/g respectivamente. Asi mismo, concuerdan con los
obtenidos por Arifio y colaboradores (2012), quienes establecen el limite de deteccion

en 0,04 ng/g y el limite de cuantificacion en 0,1 ng/g.

En la Tabla 3 se recogen los resultados de las tasas de contaminacion de las muestras

de racién alimenticia de ovino de leche, para cada aflatoxina investigada.

Explotacion Muestras analizadas Mugs_tras Bl B2 Gl G2
positivas
MPO2, MPO3, MPO10,
1 MPO13, MPO16, MPO24 1 0,18 | (0,08)* | <LD <LD
n=6
MPO12, MPO18,
2 MPO26, MPO28 1 0,63 | (0,04)* | 0,54 <LD
n=4
MPO1, MPO8, MPO9,
3 MPO17, MPO25 1 021 | (0,10)* | <LD | <LD
n=5
4 MPO5, MPO6, MPO20 ) <Lb <Lb <Lb 1,10
n=3 <LD <LD <LD 1,59
MPO4, MPO7, MPOL11,
5 MPO21 1 <LD <LD <LD 0,29
n=4
MPO15, MPO19,
6 MPO22, MPO29, MPO31 1 <LD <LD 0,45 <LD
n=5
MPO14, MPO23,
7 MPO27, MPO30 0 <LD <LD <LD <LD
n=4
Total muestras 31 'I_'o_tal
positivas 7

Tabla 3. Resultados de las muestras de raciones alimenticias para ganado ovino

contaminadas con aflatoxinas (B1, B2, G1 y G2). (*) < limite de cuantificacion.

26




Para el calculo de los resultados no se ha tenido en cuenta el porcentaje de recuperacién
de la técnica, que resultd superior a 90 % en los cuatro analitos evaluados. Los datos
que figuran entre paréntesis son estimados, puesto que corresponden a valores que no

superan el limite de cuantificacion de la técnica.

Tras el andlisis de las 31 muestras de raciones alimenticias para ganado ovino, 7
presentaron resultados positivos, lo que corresponde al 23% de muestras analizadas.
Dichas muestras presentaron algin tipo de aflatoxina por encima del limite de
cuantificacion (LC), mientras que en el 77% restante no se detecté presencia de
aflatoxinas G2, G1, B2 o B1.

De las muestras positivas, ninguna super6 los 5 ng/g de aflatoxina B1, que es el
contenido méaximo establecido por Reglamento UE n © 574/ 2011, para piensos
compuestos para ovejas lecheras. El resto de las aflatoxinas no se encuentran legisladas

para alimentacion animal.

Es evidente que la tasa de contaminacion por aflatoxinas es baja en las explotaciones, y
no todas las muestras de una misma explotacion presentan contaminacion por

aflatoxinas.

La composicidn de las raciones alimenticias en las explotaciones en las que se tomaron
las muestras no varia significativamente respecto a concentraciones de cereales. La
mayor diferencia radica en los subproductos utilizados, como es el caso de las
explotaciones 6 y 7, en donde se agrega pulpa de naranja a sus raciones. La
explotaciones 3 y 6 agregan cebadilla ensilada. Sin embargo los resultados obtenidos no
sugieren que exista alguna influencia achacable al uso de subproductos sobre la

contaminacion por aflatoxinas.

Frente a estos resultados es importante mencionar que la distribucion y crecimiento de
los mohos productores en un lote es muy heterogéneo, y en consecuencia la formacién

de aflatoxinas no es homogénea en un mismo sustrato.

En la Figura 10 se puede observar el porcentaje de presencia de cada aflatoxina dentro
del grupo de muestras positivas, donde la presencia de aflatoxina G1 tuvo el mismo
porcentaje de aparicion que las aflatoxinas B2+ B1+G1, mientras que la aflatoxina G2

sola tuvo un porcentaje superior al resto.
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La aflatoxina B2 se detect6 conjuntamente con la aflatoxina B1, pero en
concentraciones que se encontraban por debajo del limite de cuantificacion de la

técnica.

RACIONESALIMENTICIAS PARA
GANADO OVINO LECHERO

HB2+B1+G1
29%

H B2+B1

Gl

[ Rewd

77%
POSITIVAS
NEGATIVAS

Figura 10. Positividad (%) de la contaminacién por aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en

raciones alimenticias para ganado ovino de leche (n=31).

Teniendo en cuenta dicho comportamiento se podria inferir que existe una mayor
prevalencia de A.parasiticus en comparacion con A.flavus, pues este ultimo se

caracteriza por producir Unicamente aflatoxinas B1 y B2 (Baranyi et al., 2015).

Las bajas tasas de contaminacion por aflatoxinas indican que existe una buena
manipulacion y adecuado almacenamiento de las raciones alimenticias destinadas para
alimentacion de ganado ovino en las explotaciones aragonesas, cumpliendo con la

legislacion vigente.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo estdn en consonancia con hallados en
estudios similares que han sido llevados a cabo en Europa durante los ultimos afios. La
Tabla 4 recopila datos procedentes de diferentes publicaciones, donde tras analizar
varias raciones de alimentos y materias primas de las mismas destinados para
alimentacion de ganado lechero, se observan concentraciones bajas de aflatoxinas, sin

superar el limite legal establecido en Europa.
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Mr?rtr?ar\;as Cantidad
. P ., Aflatoxina | Cantidad % cuantificad | Referenci
Pais racion ) ..
. . . | analizada n positivas a a
alimentici
a (ng/9)
AFBL, Ibafez-
. AFB2,
Espafia Cebada AFG1 100 para Veaetal.,
AFG? 123 AFB1 0,15-0,34 2012
Pienso
unificado:
Cfr?aga’ Vlachou et
mz?l'z‘ al. 2004
Grecia semilla AFBL 119 0 NA
algodon
PI?::OOCron Decastelli
llia | zmié AFB1 541 8,31 <5 etal.,
Prop . 2006
n de maiz

Tabla 4. Tasas de contaminacion por aflatoxinas encontradas por otros autores en

materias primas o racion alimenticia.

La presencia de aflatoxinas se puede dar por mdultiples factores tales como dafio
mecanico, presencia de didxido de carbono y oxigeno, aplicacion de pesticidas, variedad
de la planta, infestacion por insectos; pero cabe resaltar humedad y temperatura de la
zona de cultivo, ya sea se trate de una contaminacion pre cosecha o post cosecha. Los
mohos productores de aflatoxinas presentan una temperatura optima de produccion
cercana a 24°C, y una produccién muy baja o nula por debajo de 13°C o encima de 42°C
(Campagnollo et al., 2016). Teniendo en cuenta que las muestras evaluadas fueron
tomadas en el final del invierno e inicio de primavera, la razén de las bajas tasas de
presencia de aflatoxinas en las raciones alimenticias se pueda deber a las temperaturas
registradas durante estos meses, las cuales Unicamente en los meses de abril y mayo
superaron los 13 grados. A continuacion se evidencian las temperaturas registradas mes
a mes y la temperatura medial estacional esperada para el afio en curso en la comunidad

de Aragon, tomando como referencia afios anteriores (AEMET, 2016).
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Mes Temperatura normal Temperatura registrada
(°C) (°C)

Febrero 8,3 9,6

Marzo 11,6 10,7

Abril 13,9 14,2

Mayo 16,6 16,4

Tabla 5. Temperaturas registradas en Aragon 2016.

La presencia de aflatoxinas en cereales se ha visto relacionada con paises tropicales y
subtropicales con climas célidos, por lo que paises Europeos con climas templados, no
habian considerado la presencia de aflatoxinas en cultivos agricolas como un serio
problema. Sin embargo, estudios recientes demuestran como el cambio climatico ha
tenido un efecto en el incremento y contaminacion de aflatoxinas en alimentos. Basados
en dichos estudios, mohos productores de aflatoxinas y la presencia de estas, seran un
problema predominante en aquellos paises donde no se habia contemplado esta
situacién previamente (Baranyi et al., 2015). Como se puede observar las temperaturas
medias registradas superan las medias esperadas en febrero, marzo y abril, lo que genera
una alerta sobre el calentamiento y el cambio climéatico, que podria favorecer la
produccion de aflatoxinas en otras estaciones del afio y a futuro proximo. Y es que
puntualmente en Espafia, en el invierno 2015/2016 las temperaturas medias estacionales
han superado los valores normales esperados. Las anomalias térmicas positivas han sido
mas acusadas en la region mediterranea, llegando a alcanzar +3° C en algunos puntos
del interior de la Comunidad Valenciana, Catalufia y Aragén (AEMET, 2016), por tal
razén se hace imprescindible prever e implementar métodos eficaces en el control de

aflatoxinas.

4.2  Determinacion de aflatoxina M1 en leche de ganado ovino

Para realizar la determinacion de aflatoxina M1 en muestras de leche de oveja fué
necesario realizar ligeras modificaciones sobre el método previamente optimizado y

validado en el laboratorio de analisis para leche de vaca, por lo que se llevo a cabo un
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proceso de validacion parcial del método. Posteriormente se obtuvieron los
cromatogramas para las muestras evaluadas, identificAndose asi los picos de las
aflatoxinas presentes en cada muestra a diferente concentracion, asi como los tiempos
de retencién para su posterior comparacion con los de las soluciones patron para asi

realizar una confirmacion de la aflatoxina de interés.

A continuacion se puede observar un cromatograma obtenido tras el proceso de
verificacion del protocolo, de una muestra de leche enriquecida a una concentracion de
50 ng /L.

1

Figura 11. Cromatograma de una muestra de leche enriquecida a 50 ng/L con aflatoxina
M1.

En la Figura 12 se observa la muestra blanco o control usado en el procedimiento con
objeto de comprobar que no aparecen picos interferentes que coincidan con los tiempos
de retencion de los analitos investigados, y en la Figura 13 uno de los puntos de

solucion patrén usado para realizar la curva de calibracion.
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Figura 12. Cromatograma muestra blanco de leche sin enriquecer.
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Figura 13. Cromatograma patron M1 a 500 ng/L.

3

Con el fin de cuantificar la cantidad de aflatoxina M1 en las muestras de leche

evaluadas, se elaboraron curvas de calibracién diariamente con las concentraciones

previamente mencionadas, con las cuales se hizo la respectiva interpolacion.
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Figura 14. Curva patrén aflatoxina M1 500-50 ng/L.

4.3.1 Recuperacion
El estudio de recuperacion del método se llevo a cabo haciendo uso de muestras

enriquecidas a diferentes concentraciones. Para esto se obtuvieron los resultados

evidenciados a continuacion

Concentracion Replicas Cantidad | Promedio | Recuperacion
(ng/L) (ng/L) (%)

R1 92,32
R2 77,80

100 R3 94,15 90,59 90,59
R4 88,42
R5 95,27
R6 95,58
R1 43,90
R2 48,01

50 R3 45,31 45,12 90,25
R4 38,78
R5 50,20
R6 44,56
R1 24,04
R2 23,61

25 R3 28,03 22,96 91,82
R4 23,37
R5 21,11
R6 17,58

Tabla 6. Determinacion porcentaje de recuperacion en muestras enriquecidas.
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Una vez obtenidos los datos de las 6 réplicas a las 3 concentraciones evaluadas, y su
respectiva interpolacion en la curva de calibracion, se evidencia que para los 3 rangos
de concentracion se obtuvieron porcentajes de recuperacion mayores al 90%, por lo que
se establece que el método cumple con los criterios requeridos en la norma UNE-EN SO
14501, en donde se especifica que la recuperacion de la Aflatoxina M1 en leche no debe

ser inferior al 80%

4.3.2 Reproducibilidad
Con el fin de conocer el porcentaje de reproducibilidad en la técnica utilizada tras haber
evaluado las muestras en diferentes dias se obtuvieron los resultados mostrados en la

Tabla 7. En sombreado se evidencian los datos obtenidos para el dia 2 de medicién.

Concentracion Replicas Cantidad Promedio CVR%

(ng/L) (ng/L)
R1 92,32
R2 77,80
R3 94,15

100 R1 88.42 90,59 7,50
R2 95,27
R3 95,58
R1 43,90
R2 48,01
R3 45,31

50 R1 3878 45,12 9,34
R2 50,20
R3 44,56
R1 24,04
R2 23,61
R3 28,03

25 R1 23.37 22,96 14,38
R2 21,11
R3 17,58

Tabla 7. Coeficientes de variacion en términos de reproducibilidad.

La evaluacion de los resultados obtenidos en el estudio de reproducibilidad
intralaboratorio se ha realizado teniendo en cuenta lo establecido en el Reglamento (CE)
N° 401/2006, en donde se detalla que la reproducibilidad del método puede evaluarse a
partir de la ecuacion de Horwitz. La Tabla 7 muestra los coeficientes de variacion

obtenidos en términos de reproducibilidad, los cuales deben ser inferiores a 64,0%,
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71,04% vy 78,85% para las concentraciones de 100 ng/L, 50 ng/L y 25 ng/L
respectivamente. Como se puede observar los valores obtenidos para este método
cumplen con los criterios de funcionamiento del método analitico establecidos en la

legislacion vigente.

4.3.3 Repetibilidad
Para determinar el porcentaje de repetibilidad se analizaron 3 muestras bajo las mismas
condiciones en intervalos cortos de tiempo. Los resultados obtenidos se muestran a

continuacion

Concentracién Replicas Cantidad (ng/L) Promedio CVr%
(ng/L)

100 rl 92,32 88,09 10,17
r2 77,80
r3 94,15

50 rl 43,90 45,74 4,56
r2 48,01
r3 45,31

25 rl 24,04 25,23 9,66
r2 23,61
r3 28,03

Tabla 8. Coeficientes de variacion en términos de repetibilidad.

Los datos mostrados permiten evaluar el coeficiente de variacidén obtenido en términos
de repetibilidad (CVr%). Segun lo descrito en el Reglamento (CE) N° 401/2006 la
repetibilidad puede calcularse como 0,66 veces el valor de reproducibilidad obtenido a
partir de la ecuacion de Horwitz. Teniendo en cuenta este criterio, los coeficientes de
variacion en términos de repetibilidad deben ser inferiores a 42,24%, 46,88% y 52,04%
para las concentraciones 100 ng/L, 50 ng/L y 25 ng/L respectivamente. Como se puede
observar los coeficientes cumplen con los criterios establecidos, asegurando que el

método es repetitivo.

4.4 Resultados obtenidos en las muestras de leche

Una vez analizadas las 31 muestras de leche de oveja procedentes de las diferentes
explotaciones, no se detectd en ninguna de ellas la presencia de aflatoxina M1 por

encima del limite de detecciéon de la técnica (7 ng/L). EIl limite de cuantificacion

35



establecido previamente por el laboratorio fue de 25 ng/L. Estos pardmetros de
validacion estan en el rango de los obtenidos por otros autores, como es el caso de
Tomasevi¢ y colaboradores (2015) quienes en un estudio sobre leche procedente de
Serbia determinaron 5 ng/L limite de deteccién y 20ng/L para limite de cuantificacion.
Los resultados obtenidos para las muestras analizadas coinciden con los reportados en
Grecia, donde de 39 muestras de leche de oveja analizadas ninguna supero el limite
legal permitido (Malissova et al., 2013). En muestras de leche de oveja procedentes de
Pakistan, Hussain y colaboradores (2010) encontraron que el 16% de las muestras
analizadas presentaban contaminacion por aflatoxina M1, si bien ninguna excedia el
limite de normativa. Sin embargo, otros estudios realizados en Medio Oriente pusieron
de manifiesto la contaminacion por aflatoxina M1 en leche de oveja excediendo el
limite legal: 3,9% en Iran (Rahimi et al., 2010) 24% en Siria (Ghanem y Orfi, 2009) y
11,5% en Iran (Fallah et al., 2016).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos no ha sido posible estimar una tasa de
transferencia de la racion alimenticia a la leche. Battacone y colaboradores (2003),
determinaron que la tasa de transferencia de aflatoxina B1 en aflatoxina M1 en ganado
ovino era muy baja, variando desde 0,08 % hasta 0,33%. Asumiendo el valor mas alto
de tasa de transferencia propuesto por estos autores y teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en el desarrollo de este trabajo, en la Tabla 9 se evidencian los valores
tedricos de aflatoxina M1 para cada muestra en la que se detectd Aflatoxina B1.

Como se puede observar para los tres casos, este valor, que seria el mas desfavorable, se

encuentra muy por debajo del limite de deteccion la técnica.

Explotacion AFB1en ma_teria seca de pienso AFM1 te_érica después de
ovino (ng/g) transferencia del 0,33% (ng/L)
1 0,18 0,30
2 0,63 1,04
3 0,21 0,35

Tabla 9. Aflatoxina M1 tedrica después de transferencia del 0,33% a partir de
Afatoxina B1.
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En todo caso, estos valores tedricos se encontrarian muy por debajo del limite maximo
de residuo establecido por la legislacién vigente, que es de 50 ng/L. Hay que tener en
cuenta ademas que existen numerosos factores que influyen en la transferencia de
aflatoxina B1 a M1, tales como: regimenes de alimentacion, digestion del alimento,
estado de la salud del animal, biotransformacion hepética, factores nutricionales,
fisioldgicos, y produccion de leche (Battacone et al., 2009; Campagnollo et al., 2016).
Cabe destacar que la aflatoxina M1 se encuentra asociada con la proteina de la leche,
por esta razon el estudio de contaminacién de leche con aflatoxina M1 es
particularmente importante puesto que la mayoria de la leche de oveja es utilizada para
produccion de quesos. Ademas mencionar que la leche de oveja tiene una mayor
concentracion de proteina que la de vaca (Battacone et al., 2003) por lo que se hace vital
futuros estudios en torno al tema.

Teniendo en cuenta el potencial carcinogénico de las aflatoxinas, el Comité Mixto
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) no especifica valor
numérico tolerable de ingesta diaria, por lo que se recomienda que el nivel sea tan bajo
como sea posible, conocido como ALARA, por sus siglas en ingles (as low as
reasonably achievable) (JECFA, 2001). Cabe aclarar que no existe riesgo cero, y
considerando que las aflatoxinas son contaminantes naturales en los alimentos, que no
se pueden eliminar una vez se encuentren en ellos debido a su alta estabilidad, la
medida de gestion més practica desde el punto de vista coste-eficacia, es la aplicacion
de cddigos de buenas practicas de higiene y agricolas.(AECOSAN, 2016)
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5

CONCLUSIONES
Primera

Las metodologias analiticas utilizadas para el desarrollo de este estudio fueron
efectivas, asegurando adecuadas etapas e extraccion, purificacion y determinacion
de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en racién alimenticia para ganado ovino y aflatoxina

M1 en leche de oveja.
Segunda

El 23% de las muestras de racién alimenticia para ganado ovino lechero presentaron
contaminacion por aflatoxinas por encima del limite de cuantificacién de la técnica,
sin embargo ninguna de las muestras analizadas supero el limite legal establecido de
5 ng/g para aflatoxina B1. Las tasas de contaminacién por aflatoxina B2, G1 y G2
fueron bajas y similares a las descritas en otros trabajos. Las muestras contaminadas
aparecieron de manera aleatoria en seis de las siete explotaciones, sin presentar un
patron asociado a la composicion o el origen de la racion, por lo que podria
atribuirse a la heterogeneidad de la distribucion de estos contaminantes dentro de un

mismo lote en productos con tamafio grande de particula.
Tercera

No se detectd la presencia de aflatoxina M1 en ninguna de las muestras de leche de
oveja analizadas, en concordancia con la baja tasa de contaminacién por aflatoxina
B1 detectada en las raciones de alimentacion del ganado. Por este motivo no pudo
calcularse empiricamente la tasa de transferencia de aflatoxina B1 a aflatoxina M1,

si bien se realiz6 una estimacion tedrica.

A la vista de estos resultados, el consumo de leche de oveja y sus derivados no se

evidencia como un riesgo importante para la salud humana.
Cuarta

Debido a la elevada heterogeneidad de los factores que afectan tanto la produccion
como la prevalencia de aflatoxinas en cultivos y su posible transferencia a
alimentos, se hace vital implementar planes de control eficaces orientados a reducir

el riesgo alimentario por presencia de aflatoxinas.
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