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Resumen

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos generalmente por hongos
de los géneros Aspergillus, Penicillium o Fusarium. Estos compuestos se generan en los
cultivos de los cereales o durante su procesado debido a una mala manipulacion,
Ilegando asi a contaminar los productos en diferentes puntos de la cadena alimentaria.
Las micotoxinas analizadas en este estudio son las aflatoxinas (AFB; AFB, AFG;y
AFG,). Estas son contaminantes muy toxicos y la IARC (International Agency for
Research on Cancer) las clasifica dentro del Grupo | como sustancias cancerigenas para
el hombre. Aparte de tener un efecto cancerigeno, también poseen efectos
inmunosupresores, mutagénicos y teratogénicos. Suelen encontrarse en productos como
los cereales, principalmente en maiz, frutos secos y otras semillas. Es por eso, que la
poblacién infantil, especialmente los bebés, son un importante grupo de riesgo debido a
que los cereales son su principal alimento durante los primeros meses de vida y debido a
la relacion de cereales consumidos con su peso corporal, hace que su vulnerabilidad a la

contaminacion sea mucho mayor que en adultos.

El objetivo general de este estudio es determinar las tasas de contaminacién por
aflatoxinas en alimentos infantiles comerciales a base de cereales y para ello se realizo
una extraccion de la muestra seguido de una purifcacion mediante columnas de
inmunoafinidad (IAC) y determinacion posterior mediante cromatografia liquida de alta

resolucion con detector de fluorescencia y derivatizacion fotoquimica.

El porcentaje de positividad de aflatoxinas en las muestras de cereales infantiles
analizadas (n = 60) fue del 18,3%. Del total de las muestras contaminadas, un 90,9%

superaron los limites maximos establecidos por la legislacién para la AFB;.

Los resultados obtenidos indican una contaminacion media de aflatoxina B; de 137,9
ng/kg, con unas tasas de contaminacion comprendidas entre 87,3 y 226,8 ng/kg. El valor
medio de contaminacién para la aflatoxina G; es de 196,3 ng/kg y se encuentra en unos
rangos de 120,5 y 164,7 ng/kg. Solo 1 muestra dio resultados positivos para AFG; y

AFB; con unos valores de contaminacion de 114,1y 196,2 ng/kg respectivamente.
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Abstract

Mycotoxins are secondary metabolites produced by molds of Aspergillus,
Penicillium or Fusarium genera. These compounds could be synthetized in cereal crops
during its process in due to poor agricultural practices, contaminating products at
different points in the food chain. Mycotoxins studied and analyzed in this article are
aflatoxins (AFB;, AFB,, AFG; y AFG,). They are very toxic contaminants and they
were classified as Group | (Carcinogenic to humans) by IARC (International Agency
for Research on Cancer). In addition to having a carcinogenic effect, they also have
immunosuppressive, mutagenic and teratogenic effects. Aflatoxins are present in
products such as cereals, mainly maize, nuts and other seeds. Children population,
especially infants, are an important risk group because cereals are their main food
during the first months of their life and because the relationship between cereals
consumed and their body weight making them more vulnerable to aflatoxin

contamination.

The main objective of this study was to determine the contamination rate of aflatoxin
in commercial baby food cereals. Regarding this, we did a sample extraction and
purification using immunoaffinity columns (IAC) and finally was determined by in-
house validated chromatographic method (High Performance Liquid Chromatography)

with fluorescence detector and photochemical derivatization.

The percentage of positives samples with aflatoxins in the total infant cereals
analyzed (n = 60) was 18,3%. Of the total contaminated samples, 90,9% exceeded the

maximum established by the legislation for AFB;.

The results indicate an average aflatoxin B; contamination 137.9 ng/kg, with rates of
contamination between 87.3 and 226,8 ng/kg. The average value of contamination for
aflatoxin G; is 196,3 ng/kg and the ranges of contamination are between 120.5 and
164,7 ng/kg. Only one sample tested positive for AFG, and AFB, with values of 114.1
and 196,2 ng/kg respectively.
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1 Introduccién

1.1 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos toxicos secundarios producidos por diferentes
especies fungicas de géneros como Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium y
Claviceps (Erkekoglu et al., 2008). Estas toxinas son consideradas como uno de los
contaminantes alimentarios mas peligrosos (Abdulkadar et al., 2004) debido a que
pueden contaminar alimentos presentes en cualquiera de las etapas de la cadena de
produccion, siendo toxicos tanto para animales como para las personas (Raiola et al.,
2015). Debido a la posible presencia de micotoxinas en los alimentos y la exposicion a
éstas a través de la dieta, se requieren métodos analiticos sensibles y selectivos para las

distintas matrices de alimentos.

La Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) estima que las
micotoxinas afectan a una cuarta parte de los cultivos a nivel mundial, incluyendo
alimentos basicos como el maiz, semillas de algoddn y frutos secos (IARC, 2002b). En
menor frecuencia, pueden contaminarse productos de origen animal como los huevos, la
carne o la leche como consecuencia de la ingestion de los animales de piensos
contaminados con micotoxinas (Soriano del Castillo, 2007 y Arroyo-manzanares et al.,
2014).

Actualmente se conocen mas de 400 micotoxinas pero, de todas ellas, las que mas
preocupan por su incidencia y toxicidad son las aflatoxinas (AFs), la ocratoxina A
(OTA), patulina (PAT), deoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA), fumonisinas
(FUM), toxinas T-2 y HT-2, citrinina y los alcaloides del cornezuelo. En la Tabla 1 se
destacan las micotoxinas consideradas mas importantes por su papel en la salud humana
y animal asi como por el impacto econémico que implica su presencia en los piensos y
alimentos (Ashiq, 2015).

La produccion de micotoxinas en los cultivos agricolas puede ocurrir en diferentes
puntos de la cadena alimentaria: durante la precosecha, la cosecha, el secado y el

almacenamiento.
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Las condiciones ambientales y las malas practicas agricolas, de fabricacion, de

almacenamiento y de secado de granos y forrajes, promueven el crecimiento de hongos,

lo que aumenta el riesgo de la produccion de micotoxinas (Marin et al., 2013).

Tabla 1. Clasificacién de las micotoxinas mas importantes mohos productores, alimentos implicados

en la contaminacién por micotoxinas e implicaciones sobre la salud humana (Arroyo-manzanares et al.,

2014).
Micotoxina | Moho productor Alimentos Implicaciones para la salud
AFs A. flavus, Cacahuetes, arroz, Carcinoma hepatocelular, lesiones
A. parasiticus maiz, especias, higos | hepaéticas, retraso del crecimiento
A. niger, Vino, cerveza, frutas, Lesiones renales, nefropatia
OTA A. ochraceus, uvas pasas, café, endémica de los Balcanes,
P. verrucosum chocolates, cereales tumores uroteliales
FUM F. proliferatum, Maiz, productos de Defectos del tubo neural, cancer
F. graminearim maiz, higos de esdfago
F. culmorum Trigo, maiz, cebada Trastornos reproductivos,
ZEA ' . ’ g0, ’ ’ infertilidad, cambios puberales
F. graminearum sorgo, avena
precoces
Cereales. productos VVomitos, deformidades del feto,
DON F. graminearum P diarrea, dolor de cabeza,
de cereales .
gastroenteritis
Especies de
Aspergillus, Manzanas, productos . .
e . Trastornos gastrointestinales
PAT Penicillium, derivados de g . . y
neuroldgicos
Byssochlamys, manzana
Paecilomyces

Por otro lado, las micotoxinas se definen generalmente como termorresistentes, y

por lo tanto son capaces de permanecer estables después del procesado industrial (Juan

et al., 2014). Asi, algunos estudios han demostrado que si bien existe un rango de

temperaturas capaz de descomponerlas, éste tiene que ser elevado y se sitla entre los
237 y los 306°C (Soriano del Castillo, 2007)

Por todo ello, las medidas de prevencién de estos contaminantes deben ir dirigidas a

evitar su formacion tanto en el campo, como durante su procesado industrial, mediante

BPA (Buenas Practicas Agricolas) y BPF (Buenas Préacticas de Fabricacion).
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Asimismo, con la finalidad de proteger la Salud Publica, la legislacion de la Union
Europea establece Limites Maximos (LM) de micotoxinas en cereales y otros productos
alimenticios, en el Reglamento (CE) n° 1881/2006 y posteriores modificaciones por el

que se fija el contenido maximo de estos contaminantes en los productos alimenticios.

La contaminacién de alimentos basicos de la dieta y piensos con micotoxinas es un
problema relevante a nivel mundial. Estos compuestos se producen frecuentemente en
zonas con clima célido y humedo que favorecen el crecimiento fangico aunque también

pueden proliferar en climas mas templados.

Asi, segun el Informe Anual de la RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed),
durante el 2015 se notificaron un total de 495 alertas por micotoxinas, lo que represento
un porcentaje de un 12,28% sobre el total de alertas (4.030). Méas de la mitad (55,40%)
de las alertas por micotoxinas, correspondieron a alertas por AFs, en alimentos como los
frutos secos y las especias. EIl total de notificaciones por alerta de aflatoxinas en

cereales y alimentos a base de cereales fue de 65.

Como puede verse en la Tabla 2, algunas de las alertas producidas en la Union
Europea mas destacadas por su gran nimero de notificaciones procedian de paises como
China, Iran, Turquia o de los Estados Unidos de América (RASFF, 2015).

Tabla 2. Numero de notificaciones destacadas de 2015 segun el sistema de vigilancia de la Union

Europea RASFF teniendo en cuenta la combinacién de peligro/alimentos/origen.

Peligro Alimentos Origen Notificaciones
Aflatoxinas Frutos secos y derivados y semillas China 97
Aflatoxinas Frutos secos y derivados y semillas Iran 55
Aflatoxinas Frutos secos y derivados y semillas Turquia 53
Aflatoxinas Frutas y vegetales Turquia 48
Aflatoxinas Frutos secos y derivados y semillas EEUU 37
Aflatoxinas Frutos secos y derivados y semillas Espafia 30
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La contaminacién primaria con aflatoxinas de los productos agricolas cultivados en
Europa no se ha considerado un problema durante muchos afios. Generalmente las
alertas notificadas por la RASFF que se producian en la UE eran aquellas que
correspondian a la presencia de aflatoxinas en frutos secos procedentes de zonas donde
el cambio climético era mas relevante. Sin embargo, se ha reportado recientemente la
aparicion de los compuestos en muestras de maiz debido a la existencia de condiciones
favorables para su formacion tales como las altas temperaturas, sequia y fuertes dafios

producidos por insectos en la Unién Europea (EFSA, 2012).

1.1.1 Toxicidad

La ingesta de micotoxinas puede producir intoxicaciones agudas y crénicas que se
denominan micotoxicosis. Actualmente, la incidencia de micotoxicosis agudas en
Europa es baja, aunque en animales se observa un mayor numero de intoxicaciones,
debido a que en ocasiones, los productos deteriorados por hongos se destinan a
alimentacién animal (Soriano del Castillo, 2007).

Para el hombre, tiene menor incidencia pero una mayor importancia debido a sus
graves efectos secundarios. La toxicidad aguda se produce cuando se ingieren
grandes dosis de micotoxina a través de los alimentos. En cambio, la intoxicacion
cronica se produce cuando la persona se ha sometido, durante un largo periodo de
tiempo, a concentraciones moderadas o bajas de micotoxinas (Barkai y Paster, 2008).
De hecho, lo que mas preocupa son los efectos producidos por esta exposicion a
largo plazo, ya que en animales de experimentacion se ha podido llegar a demostrar
el efecto genotdxico, mutagénico, citotoxico y teratogénico que tienen algunos de
estos compuestos (Peraica y Domijan, 2001).
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1.2 Aflatoxinas (AFs)
1.2.1 Clasificacion y caracteristicas

Las aflatoxinas son metabolitos toxicos producidos por diferentes especies de
hongos del género Aspergillus. Hasta la fecha se han identificado 18 tipos de
aflatoxinas diferentes, pero por su incidencia y toxicidad las mas relevantes son las
aflatoxinas B; y B, (producidas por Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus), G;
y G (producidas por Aspergillus parasiticus) y M; y M, (metabolitos hidroxilados
de las aflatoxinas B; y B, respectivamente). Estas Gltimas son excretadas en la leche
de animales que han consumido piensos contaminados con aflatoxinas B; y B,
(Cepeda Séaez et al., 2011).

La estructura molecular de las diferentes aflatoxinas puede observarse en la

Figura 1.

0 OCH3

AFG, AFG,

Figura 1. Estructura molecular de las aflatoxinas B4, B,, G; y G, (Marin et al., 2013)

Sus pesos moleculares varian entre 312 y 350 g/mol. La mayoria son poco
solubles en agua, por eso se extraen con disolventes organicos moderadamente
polares, como el metanol. Las AFs purificadas, son bastante termorresistentes (sus
puntos de fusion son superiores a los 250°C) y son estables en un rango de pH entre 3
y 10 (Cano-Sancho et al., 2009).



Evaluacion de la contaminacion por micotoxinas en alimentos infantiles
Universidad de Zaragoza

La nomenclatura hace referencia a sus propiedades fisico - quimicas, ya que las de
tipo B presentan fluorescencia azul (Blue) y las del tipo G fluorescencia verde
(Green) cuando se las observa bajo luz ultravioleta a 365nm (Contreras et al., 2009).

Los mohos aflatoxigénicos A. flavus y A. parasiticus predominan
fundamentalmente en climas calidos y templados. La temperatura Optima para la
proliferacion de A. flavus se encuentra entre 10 y 43°C, aunque el rango de
temperaturas para la produccion de micotoxinas es mas pequefio (de 20 a 30°C). En
cambio, para la proliferacion de A. parasiticus, las temperaturas Optimas se
encuentran entre un rango de 28 a 30°C. En ambos casos, la produccion se ve

favorecida por niveles altos de humedad (>15%) (Cano-Sancho et al., 2009).

1.2.2 Toxicidad

Las aflatoxinas del grupo B y G son micotoxinas genotodxicas y carcinogénicas,
habiendo sido clasificadas por la IARC (International Agency for Research on
Cancer) dentro del Grupo 1 (Sustancias cancerigenas para el hombre) (IARC, 2012).
En algunos ensayos en animales de experimentacion, se ha demostrado que estos
compuestos inducen la formacién de tumores, principalmente, en el higado, aunque
también en otros 6rganos como el pulmon, rifién y colon. Ademas de estos efectos
toxicos también es importante destacar su potencial teratdgeno e inmunosupresor
(Zinedine et al., 2006).

El higado es el principal 6rgano afectado por la accidn toxica de las aflatoxinas.
Los primeros sintomas de hepatotoxicidad son fiebre, malestar general y anorexia
que pueden evolucionar hasta dolor abdominal, vomitos, hepatitis y, ocasionalmente
pueden causar la muerte (Raiola et al., 2015). El cancer de higado es uno de los 6
canceres mas diagnosticados a nivel mundial y su indice de mortalidad es elevado

debido a su baja tasa de supervivencia (EFSA, 2007).

Por todo ello, la Union Europea establecio limites méximos para aflatoxina B; en
alimentos infantiles para lactantes a base de cereales en 0,1 pg/kg, basandose en el
principio ALARA (As Low As Reasonably Possible) (EFSA, 2007).
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Algunos estudios (Baydar et al., 2007) han evaluado el riesgo de exposicién a
poblacion susceptible de contaminacion por aflatoxinas como son los bebés mayores
de 4 meses. Estos autores establecieron, tras el consumo de 26 g de cereales por
toma, una ingesta diaria estimada de este contaminante en 24,16 ng de AFB; por kg
de peso corporal y dia. En otro estudio (Blankson y Mill-Robertson, 2016) la ingesta
de AFB; de los bebes fue de entre 0,011 hasta 0,852 pg/kg por dia y peso corporal,
mayor que lo de los nifios de mayor edad, por su mayor consumo de alimentos en
relacién al peso corporal. Ambos estudios concluyeron que una continua exposicion
a estos contaminantes a través de estos productos puede causar graves problemas de
salud a nifios pequefios y bebés como crecimiento anormal, mal funcionamiento del

sistema inmunitario y cancer.

1.2.3 Presencia de aflatoxinas en alimentos

Las aflatoxinas se encuentran de forma natural en una gran variedad de productos
agricolas (IARC, 2002a). De hecho, estos compuestos pueden encontrarse en
diferentes alimentos habituales de nuestra dieta como los frutos secos (almendras,
avellanas, pistachos), frutas desecadas, especias y cacao. En cereales como el trigo,
el arroz, o la cebada la presencia de aflatoxinas es menos frecuente pero pueden
aparecer debido a los nuevos patrones de distribucion de las aflatoxinas debido al
cambio climético (EFSA, 2012).

Algunos estudios (Contreras et al., 2009) han demostrado que los nutrientes y el
tipo de sustrato son importantes para la produccion de aflatoxinas. El alto contenido
en carbohidratos va a favorecer la produccion de aflatoxinas ya que éstos forman
parte de la estructura quimica de estas toxinas. En este sentido se puede afirmar que
el maiz, es un buen sustrato para la produccion de aflatoxinas debido a su alto
contenido de carbohidratos y bajo contenido de nitrégeno.
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La comunidad cientifica ha publicado en los ultimos afios, algunos estudios que
también han investigado las tasas de contaminacion por aflatoxinas en otros cereales
que anteriormente no se consideraban susceptibles de esta contaminacién, como el
maiz, el trigo y el arroz. En la Tabla 3, se pueden observar los resultados obtenidos
por diversos autores en estudios de determinacion de AFs en diferentes cereales. La
cebada es el cereal con un mayor porcentaje de contaminacion seguido del arroz, el

trigo y el maiz.

Tabla 3. Contenido en AFs en varios estudios realizados con diferentes cereales.

Autor Materias primas para la elaboracion Aflatoxina Muestras
de productos a base de cereales positivas (%)
AFB; 30
Abiaet al., 2013 Maiz AFB, 16
AFG, 22
Maiz AFs 48
Lietal., 2014
Arroz AFB; 9,5
Nguyen et al.,
2007 Arroz AFB; 51
Trigo AFG, 11,76
Oueslati et al.,
2012 Cebada AFG, 80
Sorgo AFB; + AFG, 33,67
Arroz AFs 56
Soleimany et al., Trigo AFs [E
2012 Cebada AFs 50
Avena AFs 40

En este sentido, es de gran preocupacion para la poblacion el hecho de que,
cereales como los comentados anteriormente formen parte habitual de la
composicion de alimentos infantiles destinados a nifios menores de 1 afio, estén

contaminados con algun tipo de aflatoxina.

10
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Algunos autores han estudiado la contaminacion por aflatoxinas en este tipo de

productos y, como puede observarse en la Tabla 4, estudios més actuales muestran

unas medias de contaminacion por aflatoxinas muy superiores a las reportadas por

otros autores unos afnos atrds. Estos resultados muestran un aumento de la

susceptibilidad de estos productos a ser contaminados por aflatoxinas.

Tabla 4. Contenido en AFs en diferentes estudios realizados con cereales infantiles

Tipo de muestras . Muestras Media (ng/Kg)
Autor analizadas (n) Aflatoxina positivas (%0) +DE*
Cereales con frutos AFs totales 1,2 19,0£0,1
secos (17)
Aidoo, 2011
Cereales con leche
’ AF 1,2 70,1+0,1
frutas y verduras (24) 3 ’ R
Alvito et al., | Cereales con frutay
2010 frutos secos (27) AFB ! 0,009
Baydar et al. . .
&y 2?)roe7 & | Cereales infantiles (25) AFB, 88 0,80+0,44
Blankson y
Mill- Multicereales (8) AFB 88 4,23+0,20
Robertson, ! e
2016
Hernandez Cereales infantiles
y convencionales y AFB; 46 0,09+0,40
Navarro, 2010 L.
ecologicos (96)
Cereales infantiles a
. AFB 5,65 0,08+0,11
base de soja (30) !
Tam et al. Cereales infantiles a
’ AFB 4,52 49+0,7
2006 base de arroz (26) ! ’5 0.49£0,70
Cereales infantiles AFB, 0.56 0.05+0,04

multicereales (55)

*Media * desviacion estandar de las muestras positivas

11
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Las aflatoxinas constituyen un grave problema para la salud de las personas,
especialmente para bebés y nifios cuya exposicion a dichos agentes es muy elevada
como consecuencia del mayor consumo de alimentos en relacion a su peso corporal
(Juan et al., 2014 y Raiola et al., 2015;. Hay estudios que indican que el riesgo
potencial para la salud de cualquier contaminante en los alimentos para lactantes es

tres veces superior a la de los adultos (Barlow et al., 1993).

La Asociacion Espafiola de Pediatria (APA) recomienda introducir los cereales
infantiles a partir del cuarto mes (cereales sin gluten como arroz o maiz), siempre
que pueda complementarse con leche materna. Por otro lado, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2000), indica que la introduccién de los cereales en la
dieta del nifio se realice alrededor de los seis meses de vida con la finalidad de cubrir
las necesidades de energia y nutrientes del lactante cuando la leche materna no puede
cubrir todos los requerimientos. Una correcta introduccién de los alimentos permite

un correcto desarrollo del nifio y evita la aparicion de problemas de malnutricion.

A pesar de la importancia de estos contaminantes y la susceptibilidad especial de
los nifios, son escasos los estudios que se han realizado para estudiar la presencia de
las AFs en estos productos, es por eso, que la Organizacién de Consumidores y
Usuarios (OCU, 2013), realiz6 un estudio con 15 alimentos infantiles a base de
cereales, con complementos como miel o frutas, de marcas conocidas, encontrando
resultados positivos en 4 de los productos analizados. Al comprobar que el 26,7% de
las muestras eran positivas en AFs, la organizacion reclamo a la Agencia Espafiola
de Seguridad Alimentaria y Nutricibn (AESAN) un aumento de los controles de
calidad, un mayor nimero de estudios que valoren los riesgos de la adicién de cacao
como ingrediente en las papillas infantiles, ya que éste puede ser una gran fuente de
contaminacion, y exige que se establezcan limites maximos para la suma de las 4
aflatoxinas (AFB1, AFB,, AFG; y AFG,) en cereales destinados al consumo infantil

ya que en la actualidad solo esta legislada la AFB; en este tipo de alimentos.

Cabe destacar que, en la legislacion vigente, sélo se ha establecido el contenido
maximo para AFB; en 0,10 pg/kg para este tipo de alimentos. Actualmente no
existen limites maximos establecidos para el contenido total de las aflatoxinas By, B,
Gi1 y Gy, que si que estan legisladas en otros alimentos destinados a consumo

humano.
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1.2.4 Métodos de analisis de aflatoxinas en alimentos

Existen diversos métodos de analisis recomendados para la determinacién de
micotoxinas en alimentos. Es este sentido, es importante destacar que para la
deteccion y cuantificacion de aflatoxinas existen métodos de referencia
estandarizados y validados por organismos reconocidos internacionalmente como el
Comité Europeo de Normalizacion (CEN, European Comittee for Standarization) y
la Organizaciéon Internacional de Normalizacion (ISO, International Organization for

Standarization).

La mayoria de métodos analiticos para la deteccion y cuantificacion de AFs en
alimentos se basan en estas fases: toma de muestras, homogenizacion de cada
muestra antes de tomar la porciéon para el analisis, extraccion de los analitos de
interés, purificacion mediante columnas de inmunoafinidad (IAC) para eliminar
restos de matriz que puedan interferir en el andlisis e identificacion y cuantificacion

de los analitos mediante técnicas instrumentales.

Las técnicas cuantitativas mas utilizadas actualmente son las cromatograficas,
como la cromatografia liquida (LC) acoplada a detectores de masas (MS) o de

fluorescencia (FLD) con o sin derivatizacién pre y post-columna.

Asimismo, se suelen utilizar técnicas inmunoquimicas de cribado como ELISA
(Ensayo por Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas) y tiras de inmunocromatografia o
de flujo lateral. Estas técnicas se caracterizan por ser rapidas, simples y con alta

especificidad y sensibilidad (Pereira et al., 2014).

En la actualidad, el uso de las columnas de inmunoafinidad y cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC, High Performance Liquid Chromatography)
acoplada a un detector de fluorescencia se considera una técnica fiable para la
deteccidn y cuantificacidon de AFs en diferentes matrices alimentarias y es una de las

mas usadas (Mushtaq et al., 2012).
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2 Justificacion y objetivos

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos de la especie
Aspergillus y se caracterizan por tener una alta toxicidad, debido, entre otros efectos, a

su conocida actividad carcinogénica.

Pueden encontrarse en diferentes productos, entre ellos los alimentos infantiles
elaborados a base de cereales, alimento principal en la dieta de los mas pequefios

(alimento basico durante la introduccion del bebé a la dieta sdlida).

La poblacion infantil tiene una mayor susceptibilidad, en comparacién con los
adultos, a padecer los efectos adversos provocados por el consumo de alimentos
contaminados debido a la cantidad de comida consumida en relacién a su peso
corporal, estando la poblacion infantil, mas expuesta a los compuestos toxicos. Aun
asi, la legislacion vigente s6lo aplica limites méximos para una aflatoxina (AFB;) en

este tipo de productos.

Por todo ello, en este trabajo se plantea llevar a cabo una evaluacion de las tasas de
contaminacion por micotoxinas en alimentos infantiles comerciales a base de cereales.

Para ello se han planteado los siguientes objetivos parciales:

= Optimizar un método analitico para el andlisis de aflatoxinas en muestras de
cereales infantiles, basado en la extraccion con disolventes organicos,
purificacion por columna de inmunoafinidad y determinacion con
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplada a detectores de
fluorescencia (FLD) y fotoquimico (PHRED).

= Estudiar las tasas de contaminacion con aflatoxinas totales (AFB;, AFB,, AFG;
y AFGy) en alimentos infantiles a base de cereales para nifios inferiores a 1

afio.

= Identificar el origen de la contaminacion investigando la formulacion de

alimentos infantiles compuesta a partir de diferentes cereales
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3 Material y métodos

3.1 Muestras

El estudio se ha llevado a cabo con muestras de cereales infantiles destinadas a la
alimentacion de los nifios entre los 4 y los 12 meses de edad. Se analizaron un total de
60 muestras de cereales infantiles, procedentes tanto de cultivo ecoldgico (n=23) como
convencional (n=37) que se adquirieron en farmacias, supermercados y tiendas
ecoldgicas de las Comunidades Autonomas de Aragon y Cantabria, durante los meses
de marzo a abril de 2016. Todas ellas se almacenaron en un lugar fresco y seco antes de

ser analizadas.

La composicion de las mismas consistia en una mezcla de cereales como el trigo, el
maiz, la avena y el arroz entre otros, con o sin adicion de otros ingredientes. Asi, segin
su composicion las muestras se clasificaron en productos denominados “Monocereales”
(n=13), “Bicereales” (n=16) y “Multicereales (n=31) (Tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion del total de muestras analizadas (n).

Convencionales (37) Ecologicos (23)

Monocereales (13)

(BN
o

Arroz (10)

Trigo (1)

Espelta (1)

Avena (1)

Bicereales (16)

Arroz + Otros (14)

P O]l N]|]O| O] O W] W

Trigo + Otros (2)

Multicereales (31)

N
~

3 cereales (3)

5 cereales (4) 3

Rl R RN

> 5 cereales (24) 23
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La mayoria de los productos analizados constituidos por un Unico tipo de cereal se
elaboraron en su mayoria con arroz (10/13) como ingrediente Gnico. También se
analizaron, pero en menor numero, productos con formulaciones con espelta (n=1)
avena (n=1) y trigo (n=1). La mayoria de los productos adquiridos constituidos por un

unico tipo de cereal, fueron de tipo ecoldgico (n=10).

La mitad de los productos analizados elaborados con dos tipos de cereales estaban
elaborados con arroz y maiz (8/16) y se analiz6 un menor numero de productos a base
de mezclas de cereales de arroz con otro tipo de cereales como la quinoa (n=3), el mijo
(n=1), la avena (n=1), o el trigo sarraceno (n=1). También se incluyeron en este tipo de
producto mezclas de trigo con maiz (n=1) o con avena (n=1). En cuanto al
establecimiento de origen, la mayoria correspondian al igual que en el caso anterior a

marcas procedentes de agricultura ecologica (n=9).

El mayor nimero de muestras de alimentos infantiles analizadas correspondia a
papillas multicereales (31/60). Es importante destacar que el mayor porcentaje de éstas
correspondia a alimentos infantiles compuestos por méas de 5 cereales (n=24). En menor
proporcién se encontraban productos con una formulacion de 3 o 5 cereales (n=3 y 4,
respectivamente). La mayoria de estos productos fueron adquiridos en supermercados y
farmacias (n=27) y el resto en establecimientos dedicados a la venta de productos

ecoldgicos.

En relacion a su formulacion, puede destacarse que mas de la mitad de los cereales
infantiles estaba compuesto Unicamente por cereales. En cambio, el resto de productos
(29/60) tenian ingredientes complementarios, como la miel (n=9), las galletas (n=4), el

cacao (n=5), fruta (n=7), y otros como el yogur (n=1), algas (n=2) o frutos secos (n=1).
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3.2 Material

El material utilizado para llevar a cabo los analisis fue el siguiente:

Material de laboratorio estandar
- Material de vidrio: Viales de color &mbar de 4 mL, embudos, pipetas de
vidrio de 10 mL, vasos de precipitados, probetas, matraces aforados.
- Material de plastico: Tubos de centrifuga de 50 mL, puntas de micropipeta,
frascos de orina, pipetas Pasteur, jeringas desechables de 20 mL.
Papel de filtro Whatman n°1 (Symta, Madrid, Espafia)
Columnas de inmunoafinidad AflaTest WB SR (Vicam, Milford, Massachusetts,
EEUU)
Micropipetas de volumen variable (10-100 puL y 100 - 1000 pL) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU)
Microjeringa de vidrio de 250 uLL SGE para HPLC (Symta, Madrid, Espafia)

3.3 Equipos

Para la realizacion del analisis de micotoxinas en los alimentos infantiles adquiridos

se utilizaron los siguientes equipos:

Balanza analitica monoplato (Sartorius, Goettingen, Alemania)

Bafo de ultrasonidos Branson 3510 (Selecta, Barcelona, Espafia)

Bomba de vacio XX5522050 (de 0 a 100 kPa) (Millipore, Massachusetts,
EEUU)

Concentrador de muestras SBHCONC/1 bajo corriente de nitrogeno (Stuart
Equipment, Stone, Staffordshire, UK)

Congelador Templow -20°C (Selecta, Barcelona, Espafia)

Rotatubos TK3S (Techno Kartell, Noviglio, Milén, Italia)

Cromatdgrafo de liquidos HPLC Serie 1100 (Agilent Technologies,
Minneapolis, MN; EEUU) equipado con:
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- Bomba binaria isocratica con inyector manual,

- Detector de fluorescencia (FLD, fluorescence detector)

- Derivatizador fotoquimico (PHRED, photochemical reactor for
enhanced detection)

- Sistema de bombeo binario

- Horno de columna

- Columna cromatogréfica de fase reversa octadecil RP C18 pK5 de 250
mm de longitud x 4,6 mm de diametro y 5um de tamafio de particula

(Symta, Madrid, Espafa).

3.4 Reactivos

Para la realizacion del analisis de micotoxinas en los alimentos infantiles adquiridos

se utilizaron los siguientes reactivos:

= Acetonitrilo (CH3CN) grado HPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU)

= Agua desionizada calidad milli-Q. Resistividad 18,2 mQ/cm (Millipore, Milford,
Massachusetts, EEUU

= Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania)

= Tampo6n fosfato buffer salino en polvo (PBS) para la preparacion de la
disolucién salina con 1 litro de agua mili-Q a pH 7,4 (Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemania)

= Gas Nitrégeno (N,) C55 (Carburos Metalicos, Barcelona, Espafia)

= Metanol (CH3OH) grado HPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU)

= Metanol de grado HPLC (CH3OH) (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU)

= Patron mix de aflatoxinas (Patron commercial) con concentraciones de 1 pg/mL
de AFB; y AFG; y de 0,3 pg/mL de AFB, y AFG, en metanol (Pureza 99,5%)
(Sigma Aldrich, Steinheim, Alemania).
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3.4.1 Preparacion y mantenimiento de los patrones de calibracion

Cada dia de trabajo se ha realizado una recta de calibrado de los compuestos a
determinar, siguiendo los procedimientos descritos por la norma UNE-EN 15851:
“Determinacion de aflatoxina B1 en alimentos a base de cereales para bebés y nifios.
Método por HPLC con purificaciéon en columna de inmunoafinidad y deteccién por

fluorescencia”.

Para la elaboracion de las rectas de calibrado se partio de la solucién patron de
aflatoxinas a partir de la cual se elabor6 una solucion intermedia de concentracion 10
ng/mL de B; y G y 3 ng/mL de B, y G, en MeOH. A partir de esta solucion
intermedia, se prepararon el resto de soluciones patron de calibracion en la fase
movil de eleccion (Agua:Metanol:Acetonitrilo en una proporcion de 50:40:10). Las
concentraciones utilizadas para las rectas de calibracion fueron: 80, 90, 100 y 150

pg/mL para B; y Gy y 24, 27, 30 y 45 pg/mL para B, y G..

El patron comercial y las soluciones intermedias preparadas a partir de éste, se
mantuvieron en viales &mbar en congelacion a -20°C, garantizando asi su estabilidad
a largo plazo. Las soluciones de calibracion se mantuvieron en viales ambar en
refrigeracion (8°C). Antes de su uso, patrones Yy soluciones se atemperaron a

temperatura ambiente.

3.5 Método analitico para la determinacion de aflatoxinas en alimentos

infantiles

Para la determinacion de aflatoxinas en productos elaborados a base de cereales para
bebés y nifios, nos basamos en la norma UNE-EN 15851:2010: “Determinacion de
aflatoxina B; en alimentos a base de cereales para bebés y nifios”. Esta metodologia
consiste en una extraccion de las aflatoxinas presentes en las muestras por agitacion en
rotatubos con una disolucion metandlica, seguido de una filtracién y purificacion del
extracto organico obtenido mediante columnas de inmunoafinidad y determinacion final
de las toxinas mediante cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector

de fluorescencia (FLD) previa derivatizacion fotoquimica postcolumna (PHRED).
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A partir del método descrito en la norma, se realizaron una serie de modificaciones
con la finalidad de incrementar la sensibilidad de la técnica, ya que las concentraciones

de AFs que pueden estar presentes en este tipo de matrices suelen ser bajas.

3.5.1 Optimizacion del método analitico

Etapa de extraccion

En primer lugar y teniendo en cuenta lo descrito en otros trabajos (Arifio et al.,
2009 y Mushtaq et al., 2012) se hicieron ensayos en los que se optimizaron
algunos parametros de la etapa de extraccion como el tamafio de muestra de
partida, el volumen de los disolventes los cuales se miniaturizaron y el tiempo de

agitacion empleados para la extraccién de los analitos.

Tanto la cantidad de las muestras como el volumen de reactivos utilizados en la
etapa de extraccion fue miniaturizada una décima parte con la finalidad de reducir
la cantidad, tanto de muestra como de los disolventes, utilizada. Asi, el peso total
de muestra analizada fue de 5g, los cuales se mezclaron con 20 mL de MeOH al
80%. Las mismas proporciones se utilizaron en otros articulos (Arifio et al.,
2009).

Con la finalidad de reducir el tiempo de analisis, se sustituyd la agitacidn
manual y con agitador durante mas de 30 minutos por una agitacion por rotatubos,
mucho mas intenso y, por lo tanto, con una reduccién del tiempo hasta los 3

minutos.

Optimizacién de las condiciones del HPLC

Ademas, con la finalidad de conseguir una maxima resolucién de los picos
cromatograficos y una mejora de la sensibilidad, se modificaron algunos

parametros del analisis cromatogréafico.
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Eleccion de la fase movil y definicion de los tiempos de retencion

En primer lugar se prepararon diferentes fases moviles con proporciones
variables de H,O: ACN: MeOH (60:15:30; 60:20:20 y 50:10:40) tal y como se
describe en los estudios de Amin et al. (2010), Aidoo (2011) y Blankson y Mill-
Robertson (2016). Estas se utilizaron para inyectar un mismo patrén de 500
pg/mL para AFG; y AFB; y de 150 pg/mL para AFG, y AFB,. A continuacion
se valord la separacion de los picos para cada una de las 4 aflatoxinas estudiadas.

Longitudes de onda de excitacion y de emision

Otro pardmetro evaluado fue las diferentes longitudes de onda tanto de
excitacion (Aex) como de emision (Aem) teniendo en cuenta la bibliografia
consultada (Alvito et al., 2010, Kabak, 2012 y G. Cano-Sancho et al., 2013).
Para ello, se inyect6 un mismo patron de 500 pg/mL para AFG; y AFB; y de 150
pg/mL para AFG;, y AFB; y se analiz6 la intensidad los picos combinando dos
longitudes de onda de excitacion de 360 y 365 nm con diferentes valores de
longitudes de onda de emision: 435, 440, 442, 460 y 465 nm.

Temperatura de la columna

Por ultimo se evalud la temperatura del horno de columna del HPLC. A partir
del resultado obtenido utilizando la temperatura descrita en la norma (25°C), se
decidio variar ésta para mejorar la separacién de los picos cromatograficos.
Teniendo en cuenta la literatura cientifica (Afsah-Hejri et al., 2011) las
temperaturas estudiadas (30, 40 y 50°C) se fijaron por encima de la temperatura

ambiente recomendada por Zhang et al. (2014).

3.5.2 Método analitico

Una vez puesta a punto la metodologia de extraccion, purificacion vy
determinacion de aflatoxinas en alimentos infantiles, se procedié al analisis de las

muestras de acuerdo a las siguientes etapas:

21



Evaluacion de la contaminacion por micotoxinas en alimentos infantiles
Universidad de Zaragoza

Extraccion

Tras la homogeneizacion de las muestras de alimentos infantiles, se pesaron 5
g en tubos de centrifuga. Posteriormente se afiadieron 0,5 g de cloruro sddico y
20 mL de una mezcla de metanol:agua (80:20). Seguidamente se agito
intensamente el tubo mediante un rotatubos durante 1 minuto, para favorecer la
extraccion de las aflatoxinas de la matriz. La disolucion se filtro a través de un
papel de filtro (Whatman 1) y, con una pipeta de vidrio, se recogieron 4 mL del
filtrado que, se mezclaron con 16 mL de PBS y posteriormente se sometieron a

una etapa de purificacion.

Purificacién

La purificacion se llevo a cabo usando columnas de inmunoafinidad especificas
para las aflatoxinas B, B,, Gi1 y G, que se acondicionaron siguiendo las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, se pasaron 20 mL del extracto
filtrado a una velocidad de flujo de 1 gota/segundo con la ayuda de una jeringuilla
de 20 mL ejerciendo presion positiva sobre la columna. A continuacion, se lavo la
columna con 10 mL de agua mili Q para eliminar las posibles interferencias que
puedan afectar al analisis y, posteriormente, se llevd a cabo la elucion de las
aflatoxinas con 1 mL de metanol que se recoge en un vial ambar para
posteriormente llevarlo a evaporar bajo corriente de N, en un bloque calefactor a
50°C. Previamente, al andlisis cromatografico, el eluato obtenido se reconstituyo
en 250 uL de fase movil, de los cuales se inyectaron 100 uL en el cromatografo de

liquidos.

Determinacién con HPLC

Para la determinacion cuantitativa de las aflatoxinas, se llevaron a cabo los
analisis mediante el sistema HPLC compuesto por una fase movil a base de H,O:
ACN: MeOH en unas proporciones de 50:10:40, que discurria por la columna
cromatografica (fase estacionaria), dispuesta en un horno termostatico a una
velocidad de flujo de 0,7 mL/min. El volumen inyectado fue de 100 uL. Las
aflatoxinas fueron detectadas mediante un derivatizador fotoquimico postcolumna
(PHRED) y un detector de fluorescencia (FLD).
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3.6 Control de calidad analitica de los resultados

Con la finalidad de garantizar la calidad analitica de los resultados obtenidos durante
el estudio, se han analizado los siguientes parametros de validacion del método:
especificidad, precision, veracidad, linealidad y los limites de deteccion y

cuantificacion.

3.6.1 Especificidad

La especificidad se determindé con la finalidad de verificar que ninguna
interferencia coincide en la region de elucion de los analitos de interés, ademas de
comprobar que no existen solapamientos en los picos y que la cuantificacion sea
correcta. Por ello, se inyectaron muestras blanco de proceso (realizando todo el
proceso de extraccion sin utilizar muestra), para comprobar que durante el mismo no
se genera ninguna interferencia. Del mismo modo, se analiz6 una muestra blanco
(con concentracion de analito por debajo del limite de deteccion) de cereales
infantiles, la cual también fue utilizada para la enriquecer con aflatoxinas a diferentes

concentraciones.

3.6.2 Precision de la inyeccion

Con la precisiéon de la inyeccion pudimos observar las posibles fluctuaciones
debido a las bombas y detectores durante un mismo dia, asi como el efecto de las
condiciones ambientales, midiendo como éstos influyen en los tiempos de retencién

de los analitos y a las areas para el patron inyectado.

La precision se determind mediante el estudio de la repetibilidad, inyectando 10
veces un patron de 100 pg/mL (para AFB; y AFG;) y 30 pg/mL (para AFB; y AFG,)
bajo las mismas condiciones analiticas. Con los resultados obtenidos se calcularon

los coeficientes de variacion para el tiempo y las areas de cada micotoxina analizada.

23



Evaluacion de la contaminacion por micotoxinas en alimentos infantiles
Universidad de Zaragoza

3.6.3 Veracidad

La veracidad se calcul6 en términos de recuperacion. Debido a que no se dispone
de Material Certificado de Referencia (MRC), es decir, material que tiene
certificados uno o varios de sus valores o una 0 mas de sus propiedades, por
procedimientos técnicamente validos llevados a cabo por un organismo competente,
se utilizaron muestras blanco de la matriz estudiada, enriquecida a diferentes
concentraciones de analito. Segin el Reglamento (CE) n° 401/2006, una muestra
blanco se define como una muestra exenta de micotoxinas y que se utiliza, por
ejemplo, para determinaciones previas de un método de confirmacion de precision.
Después de identificar la muestra blanco, ésta se enriquecid a 2 concentraciones
diferentes (500 y 80 ng/kg para AFB; y AFG; y 150 y 24 ng/kg para AFB; y AFG,)
y se calculd la recuperacion. Estas concentraciones fueron elegidas teniendo en
cuenta valores de enriguecimiento que estuvieran por encima y por debajo del valor

maximo permitido para AFB; en cereales infantiles (100 ng/kg).

La recuperacion se define como el porcentaje de la concentracion real de una
sustancia recuperada durante el procedimiento analitico. Este factor se determina
durante la validacion si no se dispone de material certificado de referencia. Mediante
los resultados obtenidos en las muestras enriquecidas y con las ecuaciones de la recta
de calibracién, se obtuvieron los porcentajes de recuperacion para cada nivel de
enriquecimiento y se compararon con los establecidos en la legislacion, para el

analisis de estos contaminantes (Reglamento (CE) n° 401/2006).

3.6.4 Linealidad

Este parametro se define como la capacidad de un método de dar una respuesta
proporcional a la cantidad del analito que se va a determinar. La linealidad,
representada a través de una recta de regresion, se utiliza para calcular por
interpolacion, la concentracion de analito en las muestras. Esta linealidad se verifico
tras la obtencion de un valor de R? > 0,99 en cada una de las rectas de calibrado

elaboradas diariamente.
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3.6.5 Sensibilidad del método

Para el estudio de la sensibilidad del método, se determinaron los valores de
limites de deteccién (LD) y limites de cuantificacion (LC). Hay que sefalar, que en
este estudio se consideraron muestras positivas a aflatoxinas aquellas que
presentaron niveles de contaminacion por alguna de las aflatoxinas estudiadas, en

cantidades que estuvieran por encima del limite de cuantificacion.

Para ello se enriquecio una muestra blanco a distintas concentraciones en sentido

decreciente hasta que la sefial pudiera distinguirse del ruido de fondo.

El LD se fijo en la minima concentracion del analito presente en las muestras, con
una relacién sefial/ruido (S/N) de 3. Por otra parte, el LC se define como la menor
cantidad de analito presente en las muestras con una relacion sefial/ruido de 10. Otros
autores como Alvito et al. (2010) y Juan et al. (2014) también obtuvieron sus limites

de deteccion y cuantificacién mediante este procedimiento.

3.7 Andlisis estadistico

Los resultados de los anélisis de aflatoxinas obtenidos mediante HPLC fueron
sometidos a un analisis estadistico descriptivo y comparativo. La presencia de muestras
positivas (% positivos) se expres6 como el porcentaje de muestras que tenian valores
por encima de los limites de cuantificacion. Les resultados obtenidos fueron sometidos a
un analisis estadistico de varianza (ANOVA) (PSPP, Versidon 0.10.1) para establecer
diferencias estadisticamente significativas entre las variables estudiadas mediante el
valor-F (p<0,05).
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4 Resultados y discusion

4.1 Optimizaciéon de las condiciones del HPLC del método analitico de

determinacion de aflatoxinas en alimentos infantiles

Para comprobar los tiempos de retencidn correspondientes a cada uno de los picos de
las diferentes aflatoxinas (B1, By, G1 y G2) se inyectd al comienzo de la optimizacion
del método, el patron de 100 pg/mL para AFG; y AFB; y de 30 pg/mL para AFG; y
AFB..

4.1.1 Eleccidn de la fase mdvil y definicion de los tiempos de retencion

Con el fin de obtener una adecuada resolucion de los picos, se partio de la
inyeccion de un patron de aflatoxina B; y G; de 500 pg/mL y de 150 pg/mL para
AFG; y AFB; en distintas fases mdviles. La fase mavil con la proporcion de H,O:
ACN: MeOH de 60:15:30 (Figura 2) presentdé un solapamiento de los picos
cromatogréficos que no permitia identificar correctamente los analitos objeto de
estudio. Al aumentar la cantidad de acetonitrilo y reducir la de metanol (60:20:20) se
pudieron observar los 4 picos (Figura 3) correspondientes a cada una de las
aflatoxinas, aunque los picos AFG; y AFB; no quedaban totalmente separados, por lo
que dificultaba una correcta cuantificacion. Por altimo, en la fase mdvil de eleccion
(50:10:40) se disminuy6 la proporciéon de agua y acetonitrilo, aumentandose la
proporcion de MeOH, con lo que se consiguio la maxima resolucion de los picos y
un éptimo resultado cromatogréafico, con ausencia de interferencias en la region de

interés del analito (Figura 4).

20.362 B,

12.316 G,
15.922 G, + B,

WW}J\“’MWWW\M\Mir ey ot Y L WA

Figura 2. Cromatograma de aflatoxinas obtenido con la fase mévil H,O: ACN:
MeOH (60:15:30)
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Figura 3. Cromatograma de aflatoxinas obtenido con la fase mévil H,O: ACN:
MeOH (60:20:20)
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Figura 4. Cromatograma de aflatoxinas obtenido con la fase mévil de eleccion
H,O: ACN: MeOH (50:10:40)

En los cromatogramas obtenidos con la fase mévil optimizada, pudimos ver los
picos de las cuatro aflatoxinas con sus tiempos de retencion fijados. EI orden de
elucion de los picos fue G,, G1, B2 y By, y lo tiempos de retencion 11,537; 13,389;

14,299 y 16,803 minutos respectivamente tal y como se observa en la Figura 5.

11.537 G,
13.389 G,
14.299 B,
16.803 B,

sl

Figura 5. Tiempos de retencién para las 4 aflatoxinas (AFG,, AFG;, AFB, y AFB;)
utilizando la fase mévil H,0: ACN: MeOH (50:10:40).
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4.1.2 Longitudes de onda de excitacion y de emision

A continuacion se realizaron inyecciones del patrén de 500 pg/mL para AFG; y
AFB; y de 150 pg/mL para AFG; y AFB; y se representaron los cromatogramas con

las diferentes longitudes de onda de excitacion y emision ensayadas.

Se seleccionaron las longitudes de onda de excitacion y de emision que nos
proporcionaran un area de pico mayor para cada una de las aflatoxinas estudiadas.
Asi, se fijo una longitud de onda de excitacion de 365 nm y una longitud de onda de
emisién de 455 nm valores que coinciden con lo descrito por otros autores (Alvito et
al., 2010; Arifio et al., 2009 y G. Cano-Sancho et al., 2013).

A continuacién se muestra un cromatograma con unos valores de longitudes de
onda descartados (Figura 6) y un cromatograma con las longitudes de onda

seleccionadas (Figura 7):
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Figura 6. Cromatograma de las aflatoxinas analizadas con una X, de 360 nmy

una Aem de 420 nm
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Figura 7. Cromatograma de las aflatoxinas analizadas con una ¢ 365 nm y

una Aem de 455 nm
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4.1.3 Temperatura de la columna

Una vez se optimizo la fase movil y se eligieron las longitudes de onda que nos
permitian obtener unos mejores resultados cromatogréficos, se realizaron
modificaciones en la temperatura de la columna del HPLC ya que, al inyectar un
patrén de 100 pg/mL (para AFB; y AFG;) y 30 pg/mL (para AFB; y AFG,) a
temperatura ambiente (25°C), tal y como lo especifica la norma, se observé una mala
separacion entre dos picos (AFG; y AFB,) dificultando asi la correcta cuantificacion

(Figura 8).

A continuacion se probaron otras temperaturas (30, 40 y 50°C) hasta que se

observé un cromatograma con una mejor separacion de los picos a una temperatura

de 50°C (Figura 9).

13.120G;
1 15.455G;
16.505 B,
19.613B;

Figura 8. Cromatograma de muestra enriquecida a 100 pg/mL (AFB;y AFG,) y
30 pg/mL (AFB, y AFG,) y a una temperatura de la columna del HPLC de 25°C

3.647 G,
16.408 G,
17.395 B,
21.138 B,

L
:

Figura 9. Cromatograma de muestra enriquecida a 100 pg/mL (AFB; y AFG;)
y 30 pg/mL (AFB, y AFG,) y a una temperatura de la columna del HPLC de

50°C
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4.2 Control de calidad analitica de los resultados

Una vez optimizado el método se estudiaron los siguientes parametros que

demostraron que los resultados analiticos son fiables y reproducibles y que el método se

ajusta al propésito para el cual fue desarrollado

4.2.1 Especificidad

Como puede observarse en el cromatograma de blanco de proceso (Figura 10) y

en el cromatograna de una muestra blanco (Figura 11). Se observo que tanto los

disolventes de extraccién y purificacion como la fase mévil, no aportaban ninguna

interferencia al cromatograma en los tiempos de retencion de las aflatoxinas

estudiadas.

B8 8 8 6 8 & BF

T T T T T T T
o 2 a 6 8 D ©» u

Figura 10. Cromatograma del blanco de proceso
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Figura 11. Cromatograma del blanco de muestra
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4.2.2 Precision de la inyeccion

Para evaluar la precision de la inyeccion se calcularon los coeficientes de
variacion de 10 inyecciones en las mismas condiciones. Los resultados obtenidos,
que se muestran en la Tabla 6, indicaron una buena precision con unos coeficientes

de variacion inferiores al 5% en todos los casos.

Tabla 6. Coeficientes de variacion para los tiempos de retencion y las areas de los picos para cada

aflatoxina
AFG, AFG, AFB, AFB;
Tiempo de retencién (%) 15 1,4 15 1,6
Area de pico (%) 3,2 2,1 3,9 42

4.2.3 Veracidad

En la Tabla 7 se muestran los porcentajes de recuperacién obtenidos en cada uno
de los casos. Estos valores se encuentran dentro del rango fijado (50,0 — 120,0%) en
el Reglamento (CE) n° 401/2006, demostrando asi que la veracidad del método

analitico cumple con los criterios establecidos por la legislacion.

Tabla 7. Porcentajes de recuperacién de cada AF en 3 niveles diferentes de concentracién

AFG, (%) AFG; (%) AFB, (%) AFB; (%)
E1 78,7 83,0 110,8 81,8
E2 90,4 1174 88,7 79,0

E1: 500 ng/kg para AFG; y AFB; y 150 ng/kg para AFG, y AFG,; E2: 80 ng/kg para AFG, y AFB; y 24 ng/kg
para AFG, y AFB..

4.2.4 Linealidad

Los resultados del analisis de las rectas de calibrado para cada una de las
aflatoxinas estudiadas, mostraron unos valores medios de R* superiores a 0,99 (Tabla

8), demostrando asi la linealidad de las rectas de calibracion.
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Tabla 8. Valores de R? de las curvas patron de AFG,, AFG;, AFB, y AFG;.

AFG, AFG; AFB;

AFB;

R? 0,996 0,992 0,999

0,994

En las Figuras 12 a 15 se muestran las rectas de calibrado elaboradas mediante el

método del patron externo, obteniéndose la ecuacion de la recta con la que calcular

las concentraciones para cada tipo de analito en cada una de las muestras analizadas.

Finalmente, tras aplicar un factor de multiplicacion de la técnica de 1 para las

micotoxinas, se expresaron los resultados analiticos en ng/kg. Como puede

observarse, la linealidad viene representada en un gréafico con la recta de regresion

con la férmula del gréafico, la cual se utiliza para conocer la concentracion del

analito, y con el valor de R? para cada aflatoxina.

5 y = 0,5967x - 0,2242
R2 = 0,9969

0 10 20 30 40 50
Concentracion (pg/mL)

Figura 12. Recta de calibracion para AFG,

y =0,2877x - 3,0616
50 R?=0,9923

0 50 100 150 200
Concentracion pg/mL

Figura 13. Recta de calibracion para AFG;
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Figura 14. Recta de calibracién para AFB,
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Figura 15. Recta de calibracion para AFB,

4.2.5 Sensibilidad del método

Se calcularon los limites de deteccién y de cuantificacion para cada una de las 4
aflatoxinas, obteniéndose unos limites de deteccion de 50 ng/kg para AFG;, y 24
ng/kg para AFG,, AFB, y AFB; y un limite de cuantificacion de 83 ng/kg para las 4

aflatoxinas.

Comparando nuestros resultados con los obtenidos por otros autores (Tabla 9)
podemos concluir que nuestro equipo tiene una gran sensibilidad para detectar
aflatoxinas, ya que los limites de deteccion son mucho mas bajos que los obtenidos
por Blankson y Mill-Robertson (2016). Sin embargo, hay estudios que fijan limites
de deteccion y cuantificacion aun maés bajos (Hernandez y Navarro, 2010 y Cano-
Sancho et al., 2013;), aumentando asi, la sensibilidad de deteccion y cuantificacion

de su método.
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Tabla 9. Limites de deteccion y cuantificacion obtenidos por otros autores

AFs (Blankson y Mill- (Cano-Sancho et | (Hernandez y Navarro,
Robertson, 2016) al., 2013) 2010)
| AFG; 100 8 2
-\:Z AFG, 100 33 2
o | AFB, 100 8 2
- AFB; 100 33 3
__ | AFG; 500 25 10
< | arc, 500 100 11
S/ AFB, 500 25 9
- AFB; 500 100 12

4.3 Analisis de aflatoxinas en las muestras totales

Una vez optimizada y validada la metodologia para determinar aflatoxinas en
muestras de cereales infantiles, se procedio al analisis de las muestras recibidas. Para
ello, se sometieron al proceso completo de extraccidn, purificacién y determinacién
cromatografica optimizado. Asi, se obtuvieron los cromatogramas de todas las
muestras analizadas, identificAndose los picos de las aflatoxinas presentes en ellas
por comparacion de sus tiempos de retencion con los de las soluciones patron de
calibracion inyectadas en el mismo dia. Finalmente, tras la cuantificacion de los
analitos mediante el método del patron externo y tras aplicar el factor de
multiplicacién de la técnica de 1, se determinaron las tasas de contaminacion de
aflatoxinas en las muestras (ng/kg). En la Figura 16, puede observarse un
cromatograma de una muestra en la que se encontraron las aflatoxinas objeto de

interés.
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Figura 16. Cromatograma de una muestra positiva (MCI 27)

Se analizaron un total de 60 muestras de cereales infantiles en las que se evaluo la
presencia de aflatoxinas B;, By, G1 y G,. En total se obtuvieron 18,3% muestras
positivas, es decir, contaminadas por algunas de las 4 aflatoxinas. EI 81,6% restante
fueron muestras donde no se identifico el analito de interés o se detectdo en

concentraciones por debajo de los limites de cuantificacién (Figura 17).

Figura 17. Porcentaje de muestras de cereales infantiles

positivas sobre el total de muestras

m Positivas = Negativas

De una forma més detallada, en la Tabla 10 se muestran los resultados de las
muestras de cereales infantiles contaminadas con aflatoxinas y la composicion de
cada una de ellas. EI 90,9% de las muestras positivas, correspondian a una
contaminacion de AFB; mientras que en un 54,5% de las muestras contaminadas se
detectd contaminacion por AFG;. Estas fueron las dos aflatoxinas con una mayor
incidencia en las muestras analizadas. Las AFG, Y AFB; se encontraron presentes en

una sola muestra, representando un total de un 9,0% sobre el total de muestras

contaminadas con alguna aflatoxina.
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Tabla 10. Contenido en AFs (ng/kg) en las muestras positivas

Muestra Composicién AFG, AFG; AFB, AFB;
MCI 5 Arroz nd 146,4 nd 101,1
MCI 13 Trigo, maiz, cacao, galleta nd nd nd 226,8

1 1 1 1

MCI 23 Arroz-, avena, (_:eblada_, centeno-, nd nd nd 181,2

mijo, trigo”, miel

MCI 27 Arroz, quinoa, frutas 1141 120,4 196,2 nd
MCI 32 Arroz', maiz nd 136,0 nd 200,8

Trigo', arroz', cebada, centeno,
MCI 33 . nd 164,7 nd 101,1
maiz, mijo, sorgo, avena
Trigo, arroz, avena, cebada,
MCI 35 nd 149,6 nd 139,6
centeno, cacao
Trigo, arroz, maiz, avena, cebada,
MCI 36 . ) nd 127,6 nd 110,0
centeno, sorgo, mijo, miel
Trigo, Maiz, arroz, avena, cebada,

MCI 37 . nd nd nd 104,4

centeno, sorgo, mijo, cacao

MCI 42 Arroz hidrolizada de arroz nd nd nd 87,3

Trigo, arroz, avena, maiz, cebada,
MCI 43 nd nd nd 126,4
centeno
Rango concentracion nd-114,1 | nd-164,7 | nd-196,2 | nd -226,8
% Positivas 9,0 54,5 9,0 90,9

nd: No Detectado o por debajo del LC (83 ng/kg para AFG,, AFB,, AFG, y AFB,). *Producto integral

Del total de las muestras positivas analizadas, un 81,8% superaron el contenido
maximo establecido por la legislacién en 100 ng/kg para la aflatoxina B;. La mitad
de éstas, presentaron en su composicién algun tipo de cereal integral como el trigo, la
avena o el centeno. Ademas, la mayoria de estas muestras contaminadas por AFB;,
tiene cebada en su composicion. Duarte et al. (2010) obtuvo resultados similares en
cereales integrales. Esta mayor incidencia de contaminacion por aflatoxinas en
cereales integrales se debe a que la mayoria de los hongos se encuentran en la
superficie exterior de los granos de cereal. Debido a que los cereales integrales no
son sometidos a un proceso de eliminacion de su parte externa, son mas susceptibles
a la contaminacion. Por otra parte, Oueslati et al. (2012) y Soleimany et al. (2012)
detectaron altos porcentajes de contaminacion en muestras de cebada, destacando los

altos valores en AFG..
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En un estudio realizado por Contreras et al. (2009), en el que se analizaron 30
muestras de cereales infantiles obtuvieron resultados en concordancia con los
obtenidos en este estudio. Después de analizar diferentes productos infantiles, en esta
investigacion se obtuvo un 10,0% de productos contaminados con AFBy, si bien hay
que tener en cuenta que el nimero de muestras analizadas fue la mitad que las

analizadas en nuestro estudio.

Sin embargo, en otros trabajos, se han identificado mayores cantidades de cereales
infantiles contaminados con dicha aflatoxina, como es el caso del estudio de
Hernandez y Navarro (2010), los cuales analizaron un total de 91 productos infantiles
a base de cereales (tanto convencionales como ecoldgicos) y obtuvieron un 46,0% de
muestras positivas, o Tam et al., (2006), que analizaron 177 productos infantiles a
base de cereales como el maiz, el arroz o la avena. En sus resultados se muestra un
50,0% de muestras contaminadas. Esta gran incidencia de aflatoxinas en las muestras
de cereales puede atribuirse a la gran sensibilidad del método analitico, el cual tiene
unos limites de deteccidn de 2 ng/kg (para las aflatoxinas B; yB;) y de 4 ng/kg (para
Gy Gy).

Es importante sefialar que también se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre el tipo de producto segln su procedencia (convencional
0 ecoldgico) con la contaminacion con AFB;. Se observo que un mayor nimero de
muestras contaminadas por alguna de las 4 AFs procedian de cultivos convencionales
(81,8%) y el resto (18,1%) las formaban las muestras elaboradas con cereales

procedentes de cultivos ecoldgicos.

Esto puede ser debido a que el numero de muestras analizadas procedentes de
cultivos convencionales fue mucho mayor que el de muestras con cereales
ecologicos. Es por ese motivo, por el cual los resultados obtenidos son
contradictorios con otra bibliografia estudiada, como la de Alvito et al. (2010), el
cual muestra un mayor porcentaje de contaminacién en productos ecoldgicos

(66,7%) en comparacion con cereales convencionales (33,3%).
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Algunos trabajos (Magkos et al., 2006), justifican la mayor susceptibilidad de los
cereales ecolodgicos a ser contaminados con AFs por la relacion inversa que establece
entre la aplicacién de N, en los cultivos y el contenido de azlcar (Poulsen et al.,
1995). Este contenido en azlcar contribuye a aumentar la susceptibilidad de los
cereales a ser contaminados. Por el contrario, Heaton (2001) afirma que el uso de N,
sobre los cultivos convencionales, implica una reduccion del grosor de las paredes,

aumentando asi su exposicion a una contaminacion por micotoxinas.

En relacion al contenido de aflatoxinas segun la composicion de cereales, en
primer lugar destacar que, en los productos elaborados con un Gnico tipo de cereal, se

obtuvieron resultados similares que los obtenidos en otros estudios.

Asi, Blankson y Mill-Robertson (2016), en un estudio realizado en la region Gran
Accra, obtuvieron valores de aflatoxina B; semejantes a los analizados en este
estudio en muestras con arroz como Unico cereal. La region Gran Accra presenta
altas temperaturas durante todo el afio, motivo por el cual las tasas de contaminacion
que obtuvieron fueron semejantes y ligeramente superiores (180 a 340 ng/kg) a

nuestros resultados.

Amin et al. (2010), analiz6 diferentes productos monocereal de arroz
exclusivamente obteniendo unos valores de contaminacion de 1,2 pg/kg de AFB;.
Estos valores son mucho mas elevados que los obtenidos en nuestro estudio para
productos compuestos Unicamente de arroz (94,2 ng/kg). La diferencia entre
resultados puede deberse a que el estudio se realiz6 con muestras tomadas de Egipto,
un pais con una alta humedad y temperaturas extremas, es decir, Optimas para la
contaminacion por micotoxinas. En esta zona y en el resto del mundo, el arroz es un
cereal que se recolecta con unos niveles de humedad muy elevados (35,0 — 50,0%).
Los tiempos prolongados de almacenamiento en un ambiente con humedades
elevadas, permite a los mohos formadores de toxinas crecer provocando un aumento
del contenido en AFs (Buyukunal et al., 2010 y Huong et al., 2016).

Por otra parte, el 27,2% de las muestras positivas eran productos a base de una
mezcla de 2 cereales combinando el arroz con la quinoa o el maiz y el trigo con el
maiz. Los rangos de contaminacion para la aflatoxina B; se encontraron entre 200,8 y

226,8 ng/kg en dos de las tres muestras compuestas por dos cereales (arroz mas maiz
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y trigo méas maiz). Estos datos confirman lo publicado por la EFSA en el afio 2012
cuando advertia de las altas tasas de contaminacion de aflatoxinas en maiz debido al
cambio climético (EFSA, 2012).

El mayor porcentaje respecto del total de muestras analizadas correspondié a
aquellas que presentaban mas de dos cereales en su composicion. Un 54,5% de las
muestras contaminadas por AFs se incluian dentro del grupo de productos
denominados como multicereales. Los ingredientes principales en estos productos
eran el trigo y el arroz (presentes en el 54,5 y 45,4% de las muestras positivas
respectivamente). El hecho de tener una mayor variedad de cereales en su
composicion resultd ser estadisticamente significativo (p<0,05) en relacion a la
contaminacion por AFB;. De forma similar Blankson y Mill-Robertson (2016)
mostraron porcentajes de muestras positivas por AFB; en las formulaciones
multicereal del 88%. Estos productos estaban formados por mezclas de cereales
como el maiz, el trigo y el arroz. Otros estudios (Tam et al., 2006) también
reportaron contenidos similares en AFB; en productos multicereales con

concentraciones de hasta 80 ng/kg.

En relacidn a los ingredientes afiadidos a los diferentes productos, se mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en aquellos productos que
contenian cacao. El 30,0% de las muestras contaminadas por AFB; llevaban cacao
incorporado en su composicién. En estas muestras, los niveles medios de
contaminacion por AFB; son de 156,9 ng/kg y de 149,6 ng/kg para AFG;. Las
muestras con cacao presentan mayores tasas de contaminacion que las constituidas
Unicamente por cereales y esto puede ser explicado por la posible contaminacion por

micotoxinas en los granos de cacao.

Otros estudios (Hernandez y Navarro, 2010) obtuvieron los niveles méas altos de
contaminacion por AFs en productos elaborados a base de cereales infantiles con

cacao, con una media para AFB; de 1,5 ug/kg y de 220,0 pg/kg para AFG;.

La presencia de AFB; en cereales con cacao puede ser debido a la misma
contaminacion de las semillas del cacao. Durante mucho tiempo se ha ignorado la
posible contaminacion del cacao por aflatoxinas debido a que se tenia la teoria que la

cafeina presente en los granos inhibia la produccion de estas micotoxinas.
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Sin embargo algunos estudios (Copetti et al., 2012) sugieren que la contaminacién
del cacao por AFs puede darse durante la etapa de secado, ya que, durante esta fase,
ademaés de la presencia de especies potencialmente toxigénicas, ain hay agua libre
para sostener el crecimiento de hongos y la produccién de micotoxinas. Por lo tanto,
el cacao representa una importante fuente de contaminacion, mas que el contenido

del cereal en si (Hernandez y Navarro, 2010).

Los productos que contenian fruta en su composicién, mostraron resultados
estadisticamente significativos (p<0,05) en relacion a la contaminacion por AFG; y
AFB,, con unos valores medios de 114,1 ng/kg y 196,2 ng/kg respectivamente.
Aidoo (2011) también obtuvo resultados positivos en muestras de cereales con
vegetales y frutas obteniendo un 4,1% de estas muestras positivas para aflatoxinas
totales con unos niveles de contaminacion mayores (70,1 ug/kg) a los obtenidos en

este estudio debido al gran nimero de muestras de cereales con frutas analizados.

Amin et al. (2010), investigaron los niveles de contaminacién en productos
infantiles a base de arroz y fruta (naranja y platano) de paises de clima hamedo y
calido como Egipto. En esta investigacio obtuvieron resultados positivos para AFB;
con unos niveles de contaminacion de 0,8 pug/kg. Estos valores de contaminacion son
mucho mayores a los analizados en nuestro estudio, al igual que el nimero de
muestras positivas con fruta en relacién al nimero total de muestras analizadas.
Aunque hay trabajos que estudian la presencia de micotoxinas en frutas citricas,
como la naranja, la mayoria de estudios trabajan con frutas secas como higos, datiles
o albaricoques debido a que la contaminacién por micotoxinas como las aflatoxinas,
la ocratoxina A, la patulina y las toxinas de Alternaria, son mas frecuentes este tipo
de productos (Barkai y Paster, 2008).
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5 conclusiones

Primera

La metodologia analitica optimizada en este estudio, garantiza la extraccion selectiva
de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, en muestras de cereales infantiles, la separacion del
resto de sustancias interferentes que puedan aparecer durante el proceso mediante el uso
de columnas de inmunoafinidad y la deteccion y cuantificacion sensible y selectiva
mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con detector de
fluorescencia (FLD) y fotoquimico (PHRED).

Segunda

La frecuencia de presentacion de aflatoxinas en las muestras de cereales infantiles es
baja (18,3%), detectdndose una presencia mayoritaria de aflatoxina B; (90,9%) y en
menor medida, una combinacion de B; y G; (36,4%). No se detectd en ninguna muestra
la presencia de las cuatro aflatoxinas estudiadas.

Tercera

A pesar de la baja frecuencia de aparicion de las aflatoxinas B,, G; y G; en las
muestras analizadas, su deteccién en las muestras de cereales infantiles pone en
evidencia la necesidad de establecer una normativa legal que establezca limites
méaximos para la suma de aflatoxinas en este tipo de productos alimenticios, dirigidos a

una poblacion de riesgo.

Cuarta

Del total de las muestras positivas analizadas, un 81,8%, (9 de 11 muestras
positivas), superaron el contenido maximo de 100 ng/kg de aflatoxina B; establecido
por la legislacion. Cabe destacar, que la mitad de las muestras que superaron los
contenidos méximos establecidos para la aflatoxina B;, presentaron en su composicién

algun tipo de cereal integral como el trigo, la avena o el centeno.

41



Evaluacion de la contaminacion por micotoxinas en alimentos infantiles
Universidad de Zaragoza

Quinta

La mayor tasa de contaminacion por aflatoxina By (226,7 ng/kg) correspondia a una
muestra de papilla multicereal con cacao. lIgualmente, las tasas de contaminacion de
tres de las cinco muestras enriquecidas con cacao superaron los contenidos maximos
para la aflatoxina B;. Estos resultados, estan en consonancia con los hallados por otros
autores en trabajos previos, que afirmaron que el cacao y otros ingredientes como la
lecitina de soja o la vainillina podrian aportar la contaminacion por aflatoxinas en este

tipo de productos.

Sexta

Del mismo modo que se ha reflejado con anterioridad en otros trabajos que
demuestran como los patrones de distribucion de las aflatoxinas estdn cambiando y
aparecen en otras materias primas diferentes a los frutos secos, en este trabajo es
importante destacar que se ha verificado que los alimentos infantiles a base de cereales
como el arroz, el maiz, el trigo o la quinoa son susceptibles de estar contaminados con

estas toxinas.

Séptima

Con los resultados obtenidos en este estudio se pretende dar respuesta a la demanda
de la OCU (Organizacion de Consumidores y Usuarios) de aportar datos de tasas de
contaminacion por aflatoxinas en este tipo de alimentos con el fin de establecer limites
maximos para la suma de aflatoxinas Bi, B, G; y G, ya que actualmente existe una

laguna legal al respecto.
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Anexo 1: Caracteristicas y resultados de las muestras analizadas

Muestra | Tipo | N° Cereales Composicién de los cereales AFG2 AFG1 AFB2 AFB1
MCI 1 C 8 Trigo, maiz, arroz, mijo, avena, cebada, centeno, alforfén, miel nd nd nd nd
MCI 2 C g Trlllgo, trigo de grano entero, maiz, arroz, avena, cebada, centeno, sorgo y nd nd nd nd

mijo
MCI 3 C 2 Arroz y maiz nd nd nd nd
MCI 4 C 3 Harina de tng_o, almidén de malg, harma_c_ie cebagla, harina de arroz, harina nd nd nd nd
de avena, harina de centeno, harina de mijo y harina de sorgo, galleta
MCI 5 C 1 Harinas (arroz y arroz hidrolizada) nd 146,454 nd 96,567
MCI 6 C 3 Harina de“trlgo hidrolizada, trigo, cebada, centeno, maiz, sorgo, arroz, nd nd nd nd
avenay mijo
MCI 7 C 2 Harina de arroz hidrolizada, maiz y arroz, almidon de maiz nd nd nd nd
MCI 8 C 2 Harina hidrolizada de cereales sin gluten (maiz y arroz) nd nd nd nd
MCI 9 C 2 Harina de arroz y harina de maiz nd nd nd nd

MCI 10 C 3 Harma hidrolizada de 8 cereales (trigo, trlgc_J_ de grano entero, espelta, nd nd nd nd

maiz, arroz, avena, cebada, centeno, sorgo y mijo, miel

MCI 11 C g Harinas de trigo hidrolizada, trigo, maiz, centeno, cebada, mijo, sorgo, nd nd nd nd

avenay arroz, yogur

MCI 12 C g Harina hidrolizada de 8 cereales (F-rlgo, trigo de grano entero, maiz, arroz, nd nd nd nd

avena, cebada, centeno, sorgo y mijo, galleta

MCI 13 C 2 Harina de trigo, maiz, galleta nd nd nd 226,814
MCI 14 C g Harina de trigo, harina de cebada, almidén de maiz, harina de arroz, harina nd nd nd nd

de avena, harina de centeno, harina de mijo y harina de sorgo, miel
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MCI 15 E Harina de arroz integral nd nd nd nd
MCI 16 E Harina de espelta integral nd nd nd nd
MCI 17 E Arroz, maiz, mijo nd nd nd nd
MCI 18 E Harina de mijo integral, harina de arroz integral nd nd nd nd
MCI 19 E Trigo integral, avena integral, fruta nd nd nd nd
MCI 20 E Arroz integral malteado ecoldgico, Avena ecoldgica nd nd nd nd
weiz | e e o 0| g | | W |
MCI 22 E Arroz integral malteado ecol6gico, maiz ecoldgico nd nd nd nd
Arroz integral malteado de cultivo ecoldgico, avena integral de cultivo
ez | ¢ ol S e o0 | | | s
ecolégico, miel
MCI 24 E Arroz integral malteado ecoldgico, quinoa ecoldgica, algas nd nd nd nd
MCI 25 E Arroz integral ecol6gico, sarreceno (alforfon) integral ecol6gico nd nd nd nd
MCI 26 E Harina de arroz, harina de quinoa nd nd nd nd
MCI 27 E Harina de arroz, harina de quinoa, fruta 114,123 120,48 196,266 nd
wo | ¢ s i & § s i i g conpo |y g ||
MCI 29 C Cereales hidrolizados sin gluten (arroz, maiz, y tapioca) nd nd nd nd
MCI 30 C Harinas de cereal dextrinado (arroz) nd nd nd nd
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MCI 31 C Cer,eales (harinas de arroz y maiz parcialmente dextrinadas, almidén de nd nd nd nd
maiz)

MCI 32 C Harinas de cereales dextrinados (arroz integral y maiz) nd 136,078 nd 200,875

MCI 33 C Harinas de ,cerezfl_les dextrinados (trigo integral, arroz integral, cebada, nd 164739 nd 101,194
centeno, maiz, mijo, sorgo, avena)

MCI 34 C Harinas de cereale}s dextrinados (trl_go, trigo integral, nd nd nd nd
arroz, cebada, centeno, maiz, avena), frutos secos, miel, fruta

MCI 35 C Harinas de cereales dextrinados (trigo, arroz, avena, cebada, centeno), nd 149 641 nd 139 646
cacao

MCI 36 C Harinas de cerea_les dextrinados (trigo, arroz, cebada, centeno, maiz, mijo, nd 127,643 nd 110,05
sorgo, avena), miel

MCI 37 C Harina hidrolizada de 8 cereales (trlgo','trlgo de grano completo, maiz, nd nd nd 104.466
arroz, avena, cebada, centeno, sorgo y mijo), cacao

MCI 38 C Harina hidrolizada de 8 cereales (F'rlgo, t_rlgo de grano entero, maiz, arroz, nd nd nd nd
avena, cebada, centeno, sorgo y mijo), miel

MCI 39 C Harinas (trigo hidrolizada, trigo, cebada, centeno, maiz y avena) nd nd nd nd

MCI 40 C _Cereales (harlna_s de trigo hldr_ollzado, trigo, arrog, maiz, centeno, mijo nd nd nd nd
integral, espelta integral, avena integral, cebada), miel

MCI 41 C Cereales (harinas de: trigo hidrolizado, trigo, arroz, centeno integral, maiz nd nd nd nd
y cebada)

MCI 42 C Harina hidrolizada de arroz nd nd nd 87,314

MCI 43 C Harina hidrolizada de 6 cereales (trigo, trigo integral, arroz, avena, maiz, nd nd nd 126 431
cebada, centeno)

MCI 44 C Harina hldrollzad_fi de 8 cereales (trigo, maiz, arroz, avena, cebada, nd nd nd nd
centeno, sorgo, mijo), galleta
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Harina hidrolizada de 8 cereales (trigo, maiz, arroz, avena, cebada,

MCI 45 C .. . nd nd nd nd
centeno, sorgo, mijo), miel

MCI 46 C Harina hldrollzad_g de 8 cereales (trigo, maiz, arroz, avena, cebada, nd nd nd nd
centeno, sorgo, mijo)

MCI 47 C Harina parcialmente hlldroll_z_ada de cereales (trigo, maiz, arroz, avena, nd nd nd nd
cebada, centeno, alforfon, mijo), cacao

MCI 48 C Harina parcialmente h,|droI|_z_ada de cereales (trigo, maiz, arroz, avena, nd nd nd nd
cebada, centeno, alforfon, mijo)

MCI 49 C Cz'a_reales hidrolizados (trigo, maiz, arroz, avena, cebada, centeno, sorgo y nd nd nd nd
mijo)

MCI 50 C Harina parcialmente hidrolizada de cereales (arroz, maiz, almidén de nd nd nd nd
yuca)

MCI 51 E Arroz integral nd nd nd nd

MCI 52 E Harina de arroz, harina de maiz nd nd nd nd

MCI 53 E Harina de avena nd nd nd nd

MCI 54 E Sémola de trigo duro, fruta nd nd nd nd

MCI 55 E Sémola de arroz integral nd nd nd nd

MCI 56 E Harina de arroz, fruta nd nd nd nd

MCI 57 E Harina de arroz, cacao nd nd nd nd

MCI 58 E Harina de arroz nd nd nd nd

MCI 59 E Harina de arroz, fruta nd nd nd nd

MCI 60 E Harina (arroz, maiz y tapioca) nd nd nd nd




