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RESUMEN

El método de AOAC (2005) fue elegido para valorarlo ya que purifica y concentra la

AFM1 por columnas de inmunoafinidad y la cuantifica por cromatografia de liquidos de

alta resolucion (HPLC) ademas de ser aceptado a nivel internacional. Existen

diferentes parametros en la validacion como son la Linealidad (Curvas de calibracion),

limite de detecciéon (LOD) y de cuantificacion (LOQ), selectividad, y porcentaje de

recuperacion con base en estudios previos (Horwitz, 1982). Los criterios de validacién

fueron:

1.

Linealidad, la curva de calibracién de AFM1 tuvo una pendiente dey = 1.1719 —
4.1966 y un coeficiente de correlacion de R? = 0.9834

Limite de Deteccion (LOD). La AFM: se empez6 a detectar a una
concentracion de 0.1 ng/g que daria un limite de cuantificacién (LOQ) teédrico de
0.4 ng mL™.

Selectividad. La muestra de leche en polvo para bebés (matriz) y el estandar
de AFM1 coinciden en los tiempos de retencion sin traslape de picos.

El porcentaje de recuperacion fue de 100%, pues la muestra o matriz tuvo 60
ng y cuando se le anadieron 100 ng de AFM1 se recuperaron 161 ng, dado que
el error del HPLC es de 2 ng estamos en el rango correcto del 100% de

recuperacion.



ABSTRACT

The AOAC (2005) method was chosen to validate because it purifies and
concentrates AFM1 by immunoaffinity columns, and quantifies it by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), in addition to being accepted internationally. There are
different parameters in the validation such as, Lineality (Calibration curves), Limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ), selectivity, and percentage of recovery
based on reported studies (Horwitz, 1982). The results of the present study were:

1. Lineality. The calibration curve of AFM1 had a slope of y =1.1719 — 4.1966 and
a Correlation coefficient of R2 = 0.9834.

2. Limit of Detection (LOD). The AFM1 began to be detected at a concentration of
0.1 ng mL" that would give a quantification limit (LOQ) theorical of 0.4 ng mL™.

3. Selectivity. The milk sample in powder for babies (matrix) and the AFM1
standard had the same range of retention times without overlapping of the

peaks.

4. Recovery percentage. The percentage of recovery was 100%, because the
matrix had 60 ng, and when it was spiked with 100 ng of AFM1 the recovery was
161 ng, the amount of error of the HPLC is 2 ng so we were in the correct range

of a recovery of 100%.



I. INTRODUCCION

Las micotoxinas son toxinas de hongos y las mas importantes son las
aflatoxinas (AF). Las AF son metabolitos secundarios producidas principalmente por
los hongos Aspergillus flavus Link, A. parasiticus Speare y A. nomius Kurtzman
(Manonmani et al., 2005), que se desarrollan y contaminan los alimentos, en el campo,
durante el procesamiento y almacenamiento con condiciones adecuadas de luz,
temperatura, humedad y pH. No se sabe con certeza la funcién de las AF para el
hongo, algunos autores las consideran como venenos con la funcion de proteger al
hongo contra la predacion y la competencia (Kang’ethe et al., 2009), otros consideran
que son mecanismos de defensa contra otros hongos. Su nombre viene de A =
Aspergillus, fla = flavus y toxina = veneno.

Se han identificado alrededor de 20 tipos de AF que quimicamente
corresponden a bis-dihidro-furanocumarinas. Las principales AF son la aflatoxina B
(AFB1), aflatoxina B2 (AFBz), aflatoxina G1 (AFG1) y la aflatoxina Gz (AFG2), siendo la
AFB1 la mas frecuente y téxica.

Dichas AF se nombran por el color de su fluorescencia, la AFB1 y AFB:2
presentan fluorescencia azul intenso bajo la luz ultravioleta de onda larga, mientras
que la AFG1 y AFG2 presentan fluorescencia amarilla verdosa.

Las AFMi (AFM+) y M2 (AFMz2) provienen del metabolismo del higado de

mamiferos, como la vaca, cabras y humanos, y cuando consumen granos
contaminados con la AFB1y AFBg, el organismo les afiade un grupo OH" se forman los

hidroxilados, y baja su toxicidad como mecanismo de destoxificacion. El higado forma
las AF hidroxiladas que son secretadas en la leche como la AFM4, la AFM2, la
aflatoxina P1 (AFP1) y el aflatoxicol (AFL) y pasan a los productos lacteos (Baltaci et al.
2012, Carvajal et al., 2003 a,b).



Il. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES

Las aflatoxinas (AF) son un grupo de compuestos téxicos que se descubrieron,
en Gran Bretafa en 1960, tras la muerte de 100,000 pavos que fueron alimentados
con harina de cacahuate proveniente del Brasil. Dicha harina se hallaba contaminada
con Aspergillus parasiticus y A. flavus (Asao, et al., 1965, Stroka, et al., 2000).
Diversos estudios permitieron determinar una serie de compuestos fluorescentes a los
cuales se les denomind AF (Asao et al.,, 1963). Se conocen casi 20 diferentes tipos de
AF pero destacan cuatro de ellas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) y G2 (AFGz), por su
frecuencia, abundancia y alta actividad cancerigena, mutagena y teratégena, y se
derivan del metabolismo de la AFB1 (Asao, et al., 1963).

La contaminacion de alimentos por AF ha sido asociada a diversas
enfermedades en humanos tales como el Sindrome de Reye, Kwashiorkor y cancer
hepatocelular (Oyelami et al., 1998).

Las AFs se identificaron en 1961 en cacahuate contaminado con el hongo
Aspergillus (Sargeant et al., 1961). La FAO reportd en el afio 1977 a las AFs como las
micotoxinas mas importantes por sus implicaciones en salud humana y animal junto
con los tricotecenos, la ocratoxina A (OTA), las fumonisinas y la zearalenona (Duarte-
Vogel & Villamil-Jiménez, 2006).

2. 2. AFLATOXINAS
2.2.1. Definicion

Las aflatoxinas (AF) son metabolitos secundarios tdxicos, producidas
principalmente por hongos del género Aspergillus, quimicamente corresponden a las
bis-dihidro-furanocumarinas, con caracteristicas hepatotéxicas, cancerigenas,
teratdbgenas y mutagenas.

Son compuestos policetonicos formados por los mohos en ciertas condiciones
fisicas, quimicas y biolégicas donde se reducen los grupos ceténicos de los &cidos
grasos. Los &cidos grasos son metabolitos primarios utilizados por los mohos como
fuente de energia. Las AF se forman al final de la fase exponencial o al principio de la
fase estacionaria del crecimiento de los mohos toxigénicos (Gimeno & Martins, 2000).



2.2.2. Estructura quimica

Se han identificado alrededor de 20 tipos de AF, y al menos 13 son producidas
en la naturaleza. La aflatoxina B1 (AFB1) es considerada la mas téxica y es producida
principalmente por los hongos Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius. Las AFG+
y la AFGz son producidas exclusivamente por A. parasiticus. Las AF mas comunes son
la AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM:1 y AFMz, siendo las cuatro primeras las mas
relacionadas con los efectos téxicos (Figura 1) (Ellis et al., 1991; Pier, 1987). Las
AFM1, AFM2, AFP1 y Aflatoxicol (AFL) son metabolitos hidroxilados que se excretan en
la leche y orina de mamiferos que consumen AFB1, algunas levaduras también las
producen. Las AFs B y G emiten luz ultravioleta de onda larga, excitandose a 225-365
nm y emitiendo a 425-450 nm, con la cual pueden ser observadas con una lampara
fluorescente, produciendo fluorescencia azul o verde, de donde toman el nombre de B
(blue) y G (green) segun el caso (Baltaci et al., 2012). La AFM1 viene de “Milk” y tiene
fluorescencia azul violaceo. Las principales AFs son:

; ; % EOCHa O&; HO H,

aflatoxin B, aflatoxin B, aflatoxin B,,
Cl_& i @Q&é H o
aflatoxin G, aflatoxin G, aflatoxin G,
CH
OH OH
OCH, OGCH, OCH,
aflatoxin M, aflatoxin M, aflatoxico!

Figura 1. Estructura quimica de las principales Aflatoxinas e hidroxilados) (Ellis
etal., 1991).
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2.2.3 Hongos productores

Las AF quimicamente corresponden a bisdihidro furano-cumarinas, y son
producidas por hongos Aspergillus principalmente por A. flavus, A. parasiticus y A.
nomius. Dichos hongos requieren condiciones especiales para su crecimiento y la
produccién de AFs. El hongo A. flavus es que mas produce AF, de ahi el nombre de
aflatoxina; siguiendo en importancia el A. parasiticus, Figura 2. Sin embargo, A.
nomius ha sido descrito junto con otras especies como productor de toxinas potentes
con capacidad insecticida y quimio-esterilizante contra una gran cantidad de insectos
pero no se ha probado dano en animales o humanos. Los Aspergillus no producen

conidioforos septados, tienen esclerocios que son estructuras de resistencia para

sobrevivir en climas adversos, sequia, congelamiento, o carencia de nutrientes (Ellis et
al., 1991).

Figura 2: Hongo Aspergillus a) A. flavus en maiz, b) A. parasiticus en cacahuate

2.2.4. Propiedades fisicoquimicas

Las AF no tienen color, olor ni sabor, son termo-resistentes se decomponen a
260 °C las AFB de alimentos y las AFM1 y AFM2 de la leche a 320° C. No se disuelven
en agua y se disuelven en solventes organicos como el cloroformo, acetonitrilo,

metanol, acetona, etc. son sensibles a la luz. Tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de las aflatoxinas mas comunes (OPS, 1983).

Caracteristicas Tipo de Aflatoxina
. AFM1 B1 B2 G1 G2
Origen del Nombre
, Azul-Violaceo Azul Azul Verde Verde
Fluorescencia
Punto de fusién (°C) 299 268 288 245 238
Férmula C17H1207 Ci7H12 06 | C17H140s C17H1207 Ci7H1407
328.3 312.3 314.3 328.3 330.3
Peso molecular

2.2.5. Biosintesis

La condensacion de Acetil CoA reacciona con tres 0 mas grupos malonatos

produciendo malonil CoA, se forma un compuesto policetdnico, que por ciclizaciéon y

aromatizacién forma una antrona y al acido norsolinico que formara a las AFs
(Bhatnagar et al., 2003). Figura 3.

Acetato (A, a)
+

Malonil-Co&

Averdfing
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=
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o ——fik
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—

i
T ee
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Figura 3. Ruta biosintética de las aflatoxinas. Enzimas involucradas: (a) lipasa sintetasa, (b) policétido
sintetasa, (c) ac. norsolorinico reductasa, (d) acetato hemicetal versiconal reductasa, (e) estereasa, (fi) versicolorina B sintetasa,
(f2) versiconil ciclasa, (g) desaturasa, (h) O-metiltransferasa (MT-II), (i) O-metiltransferasa, (j) O-metiltransferasa (MT-I). Genes
involucrados: (A) fas-1A y fas-2A, (B) pksA, (C) nor1, norA, (D) avnA, (E) avfl (avfiBy avfilW), (F) vbs, (G) verB, (H) ver1Ay aflS,
(I) omtA'y (J) ord1 (Sweeney & Dobson, 1999).
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2.2.6. Distribucion de las AF

Las condiciones tropicales con temperaturas altas (20- 35°C) y 85% de
humedad relativa son mejores para el crecimiento del hongo y el desarrollo de AFs, y
contaminan cualquier producto del agro, especialmente cereales como maiz, algodén,
arroz y cacahuates (Ellis et al.,, 1991). Las AFs causan un problema croénico dificil de
controlar, aunque las zonas con climas mas templados ¢ frios no estdn exentas de
ellas y por la importacion de alimentos contaminados (Bucio-Villalobos et al., 2001;
Boudra et al., 2007). Las AFs son mundialmente prevalentes (Fernandez-Oller, 2014).

Entre 1990 y 1995 Francia fue el pais que analizé mayor numero de muestras,
con resultados muy diferentes, ya que mientras en un reporte solo se detectaron 9/853
muestras contaminadas, en otro en todas las muestras (n= 165), se rebasaban los
limites regulatorios (Periaca et al., 1999). Hay numerosos reportes de contaminacion
de leche por AFM1 (Carvajal et al., 2003 a,b) Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Determinacion de AFM1 (ug/L) en muestras de leche en varios paises y
anos de 1990 al 2000 (Henry et al., 2001).

Bajo el limite de Cantidad de AFM; superior al
deteccion nivel de tolerancia
, . |Muestras| Numero de % de 0.05 pg/L 0.5 pg/L
Pais ARo ", iales muestras | muestras NE AFM, Ne AEM,
analizadas.| analizadas |, estras (ug/L) |muestras | (ug/L)
analizadas analizadas

Argentina 1998 6 1 17 2 33 2 33
Austria 1990-93| 479 479 100
Bélgica 1993-94| 153 98 64 55 36
Brasil 1998-99 50 10 20 36 72 4 8
Canada 1997-98 81 81 100
Espana 1989-92| 307 234 76 73 24
Estados Unidos | 1999 877 853 97 24 3

2000 477 462 97 15 3
Finlandia 1992-95| 122 122 100
Francia 1990-95| 165 0 0 163 99 2 1
Francia 1990-91| 853 844 99 6 0.7 3 0.35
India 1992-93| 504 415 82 No reportado
ltalia 1995 159 23 14 136 86
México * 1995 85 85 100 - 0.2 - 0.5
Noruega 1998 54 3 6 51 94
Paises Bajos 1990-93| 1903 331 17 1241 65 331 17
Polonia 1993-94| 187 144 77 43 23
Reino Unido 1988-89| 331 255 77 67 20 9 2.7
Uruguay 1993-95 22 15 68 6 27

* En el caso de México, Esqueda y colaboradores publicaron en 1995 un estudio en el que
al analizar 85 muestras de leche, todas las muestras se encontraron entre 0.2y 0.5 pg/L.
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Tabla 3. Determinacion de AFM: y otras AF en muestras de leche en varios
paises de 2003 al 2007.

Pais Alimento Ano Muestras No. de % de AF Niveles
Totales muestras | Muestras
analizadas
Ene, Feb 0.005
Japédn Leche crudaa |y Junde No 200 | - AFM1 ug mL-!
(1) granel 2004 establecido
Lechey No
Trinidad alimentos 2007 438 212 de 48.4 % AFM1 | establecido
(2) lacteos leche
Leche 13 % > 0.005

México pasteurizada y 2003 580 L. 580 +50% AFL pg L
3) ultrapasteurizada 8 (;/1"91905

[(1) Sugiyama et al., 2008. (2) Offiah et al., 2007 (3) Carvajal et al. 2003b]

2.2.7. Aflatoxina M1

La AFM1 es el principal metabolito mono-hidroxilado derivado de la ingestion de
la AFB1, formada en el higado y excretada en la leche (Abdulrazzaq et al., 2003). A
pesar de que la AFM1 es menos toxica que la AFB1, ha sido clasificada en el Grupo
2B, posible cancerigeno para seres humanos, por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) (Motawee et al., 2009).

La AFM1 se forma cuando la AFB1 es absorbida via tracto gastrointestinal a
través de los alimentos contaminados, dentro del sistema portal sanguineo y es llevada
para el higado donde se metaboliza. Una porcion de AF es activada (oxidada) vy fijada
en los tejidos hepaticos. La AFB1 se hidroxila y da otros metabolitos, como las AFMy,
AFM2, AFP1y AFL para hacerlos solubles en agua y que sean excretados por orina,
en la bilis y por las heces fecales. Otros compuestos hidroxilados solubles en agua,
que son productos de degradacion de la AFB+1 y metabolitos no conjugados de ésta,
son excretadas en el sistema circulatorio sanguineo y se distribuyen de forma
sistémica. Eventualmente, esos residuos mencionados van a la leche, huevos,
musculo y tejidos comestibles. El AFL es 18 veces menos toxico que la AFB1, y la
aflatoxina Bza es una forma intermedia no toxica (Caloni et al., 2006).

El organismo animal produce generalmente esos productos metabdlicos como un
sistema de autodestoxificacion. La reaccion que tiene lugar a partir de la micotoxina

original no tiene forzosamente que ser completa ni irreversible. Los altos niveles de
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AFM1 en la leche y otros productos lacteos se consideran indeseables (Battacone et
al., 2005; Tekingen y Semih, 2008; Unusan, 2006; Zinedine et al., 2007).
2.3. Férmulas infantiles

Las recomendaciones de los diferentes nutrientes que deben formar parte de las
férmulas para lactantes para cubrir las necesidades de la mayoria de los nifios, sin que
existan carencias o excesos nutricionales (WHO, 1999) se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4: Composicion de la leche en formula para lactantes (WHO, 1999).

Concepto En porcentaje %
Energia (Kcal/100 mL) 60-75*
Proteinas (%) 7.2-10"
Hidratos de carbono (%) 20- 55*
Proteinas (%) 30- 50*
Por cada 100 mL
Proteinas (g / 100 mL) 1.2-1.8*
Relacién C / SP 50/ 50"
Hidratos de carbono (g/100 mL) | 5-9.8*
Grasas (g /100 mL) 2-9.5*
Hidratos de carbono (g/100mL) | 5-9.8*
Carbohidrato mayoritario Lactosa*
Carbohidrato minoritario Sacarosa < 20%*; Almidén*; Dextrinomaltosa*
Grasas (g /100 mL) 5-9.8
Acido Linoleico/ Alfa Linolénico 5-15
Minerales (mg)
Calcio 60
Fosforo 30
Magnesio 6
Hierro 0.15 No debe exceder de 2.5
Yodo 5 No exceder de 25
Zinc 0.5
Cobre 60
Manganeso 20  No exceder de 60
Potasio 80 No exceder de 200
Cloro 55 No exceder de 150
Selenio 3

* La composicion de los requerimientos varia segun la formulacion de cada tipo de leche y
etapa.
Las recomendaciones para las férmulas adaptadas permiten una relativa

variacion en la cantidad de los componentes. No conviene olvidar que la leche de
mujer no tiene una composicidén constante a lo largo de la lactancia. La disponibilidad
de algunos minerales como calcio, hierro y zinc suele estar aumentada en la leche

materna (WHO, 1999; Pharmacopoeia Convention, 2007).
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2.3.1. Clasificacion de las formulas infantiles
2.3.1.1. Férmulas de inicio

Se emplean desde el nacimiento hasta los 4 a 6 primeros meses de vida (de 0 a
6 meses), etapa caracterizada por requerir alimentacion lactea exclusiva y por ser un
periodo de altos requerimientos nutricionales en relacion a su peso, como asi también
de inmadurez digestiva y metabdlica.

Las formulas de inicio son derivadas de la leche de vaca. Esta es modificada en
cantidad, calidad y tipo de nutrientes con el fin de asemejarla tanto como sea posible a
la leche humana (de alli el antiguo término de férmulas maternizadas), y adaptarla a la
condiciones de inmadurez digestiva y renal del recién nacido, mejorar su digestibilidad
y tolerancia, disminuyendo la carga renal de solutos. Por todo ello, estas férmulas
deben ser la primera opcién cuando sea necesario complementar o sustituir la
lactancia materna, siempre que las condiciones socioecondmicas lo permitan (LSRO,

1998). La Tabla 5 muestra las férmulas infantiles de inicio del mercado nacional.

Tabla 5: Disponibilidad en el mercado nacional de formulas infantiles de inicio.

Empresa Férmula de inicio
Sancor Sancor Bebe
Mead Johnson Enfamil 1
Enfamil LS
Enfamil AR
Nestlé Nan 1
Nidina infantil 1
Nan AR
Nan 1 UHT
Nutricia Bago Nurilon Premium 1 ¢/ Prebiéticos
Serenisima Vital Infantil 1
Crecer (para menos de 6 m)
Wyeth S-26 GOLD

2.3.1.2. Formulas de continuacion

Las formulas modificadas de continuacion son promocionadas para ser

indicadas a partir de los 6 meses de vida, etapa en la que comienza la introduccién de



16

alimentos de consistencia semi-solida y luego sélida, brindando nutrientes para
complementar los aportados con el biberén.

Estas férmulas surgen como una mejor alternativa que la leche de vaca, a un
costo razonable. Han sido reguladas por la FAO-OMS para adecuarlas a las
caracteristicas bioldgicas del lactante mayor de 6 meses, mas maduro, organica y
funcionalmente en sus aparatos digestivo y renal. Reciben el nombre “de continuacion”
porque pueden remplazar o complementar la lactancia materna después de las “de
inicio” (LSRO, 1998). Tabla 6.

Tabla 6: Formulas de continuacion disponibles en el mercado nacional.

Empresa Férmula de continuacion
Mead Johnson Enfamil 2
Nestlé Nan 2

Nan2 UHT (Fluida)
Nidina Infantil 2

Nutricia/ Bag6 Nutrilon Premium 2, con prebidtico
Vital Infantil 2

Sancor Sancor Infantil

Serenisima Crecer (p mayores de 6 meses, fluida)

2.3.1.3. Formulas especiales

Son férmulas para lactantes y nifios pequenos con problemas o limitaciones en
los procesos de absorcidn, digestion o incapacidad para metabolizar determinadas
sustancias. Para su elaboracién se parte de férmulas normales y se modifican (LSRO,
1998) algunas de las mas comunes son:

Leches sin lactosa

Formulas hipo-alergénicas FH (hidrolizados de proteinas)
Férmulas hipo-antigénicas HA

Formulas a base de proteinas vegetales

Formulas anti- regurgitacion AR.

Formulas para recién nacidos con bajo peso (prematuros)
Férmulas para errores metabdlicos (LSRO, 1998).
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2.3.1.4. Leche industrializada para lactantes (Férmula)

La férmula infantil se define como un alimento para lactantes que es adecuado
para sustituir total o parcialmente a la leche humana, satisfaciendo las necesidades
nutritivas normales del lactante (Klein, 2002).

La leche materna es el alimento ideal durante los primeros meses de vida, sin
embargo existen circunstancias especiales que hacen necesario buscar otras
alternativas de alimentacién tales como la leche en formula, dichas situaciones son:

* Rechazo absoluto o incapacidad de la madre para la lactancia materna.

* Necesidad de disminuir el contenido de proteinas, fosforo y sodio, por dilucién.

* Necesidad de sustituir la crema de leche por mezclas de grasas y aceites, para
mejorar la absorcion y aportar acidos grasos esenciales

* Necesidad de adicionar minerales y vitaminas dentro de margenes establecidos para
satisfacer la ingesta recomendada de nutrientes

* Lograr una densidad cal6rica comparable a la de la leche materna (de 65 a 70 cal/dL)

* Aumentar el contenido de hidratos de carbono por adicion de lactosa (Klein, 2002).

2.4. Efectos de las AF
Las AF provocan una toxicidad aguda y crénica en animales y humanos, y
poseen actividad mutagena y cancerigena (Ghazani y Hosein, 2009.)

Cuando las AF se introducen en el organismo y son transformadas por el
sistema enzimatico del Citocromo P450, forman metabolitos hidroxilados, los cuales
pueden fijarse en el ADN, ARN o en las proteinas por afos. Las AF se unen al ADN
principalmente en la posicién N7 guanina en células hepaticas, lo que provoca dafio
por toxicidad aguda en higado y rifiones, se altera la funcién hepatica, la homeostasis
del glutation, el metabolismo del calcio, fosforo y vitamina D (Khoshpey et al., 2011).

Ademas de reaccionar directamente con la membrana celular, con acidos
nucleicos o con proteinas, provocan interferencia del metabolismo energético en la
sintesis del ARN, afectando el ciclo y la mitosis celular, por lo cual han sido
clasificadas por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC,
2002) dentro del grupo 1 como sustancias cancerigenas probadas para los humanos
(Khoshpey et al., 2011).



18

Como efectos de la AFM1, en algunos trabajos experimentales se ha logrado la
induccion de lesiones hepaticas en patitos, tumores hepaticos en ratas y truchas
similares a las causadas por la AFB1 (Kuiper-Goodman, 1990; Van Egmond, 1989;
Wakhisi, 1980; Tomerak et al, 2011). Pier (1987), reporté que después de la inyeccion
de pequenas dosis de AFM1 se desarroll6 aplasia de timo. Existe evidencia molecular
acerca de la mutagenicidad de la AFM1 en ratas, ya que tras su administracion oral, la
molécula se fijaba al DNA, de donde se concluyd que es un cancerigeno potente para
estos roedores (Lutz et al., 1980) Tabla 7. Sin embargo, la Agencia Internacional de
Investigacion en Cancer (IARC, 2002), la tiene clasificada como una sustancia
posiblemente cancerigena que aunque deriva de una sustancia capaz de
provocar neoplasias, no existe evidencia para asegurar que pueda provocar cancer en
los seres humanos. A partir de un estudio en ratas, se calculé que la toxicidad de la
AFM;1 tiene un orden de magnitud menor que la AFB1 (WHO, 2001;Turconi et al. 2004).

La contaminacion por AF no es exclusiva de los productos agricolas, cereales u
oleaginosas también se presenta en leche entera y derivados, huevos y carnicos,
debido a los alimentos contaminados que consumen los animales.

Tabla 7. Toxicidad de la AFM1 en animales (Henry, 2001).

Especie Ruta Forma de administracion Observaciones
exposicion
Patos de Oral No reportada Dosis letal 50, similar a la de la
40-50 g AFB; (0.34 mg/kg de peso vivo).
Truchas Oral Dosis: 0, 4, 16, 32 y 64 | Las hembras que desarrollaron
arco iris Hg/kg x 12 meses. Después | tumores tuvieron una tasa de
dieta control hasta los 20 | mortalidad mayor que la de los
meses y posteriormente a | machos afectados. Del 3 al 12% de
algunas 20 ug/kg por 5 a 30 | las truchas a las que se administré
dias y dieta control por | nuevamente AFM; presentaron
otros 12 meses cancer hepatico.
Truchas Oral Dosis: 0, 5,9y 27.3 ug’/kg x | A los 12 meses hubo degeneracién
arco iris 16 meses. hepatica en todos los grupos. A los
15 meses, hubo 2% de hepatoma
celular y 6% de nédulos hepaticos
hiperplasicos en el grupo con dosis
de 27.3 pg/kg
Ratas Sonda 25 ug/kg x 5 dias/semana x | 1 rata (3%) desarrollé6 hepatoma y
Fischer gastrica 8 semanas el 28% de las restantes tuvieron
lactantes lesiones preneoplasicas.
Ratas Oral 0, 0.5, 5y 50 ug/kg, se 5% presentaron tumores y 15%
Fischer sacrificaron entre los 18 y tuvieron nddulos entre los meses
22 meses 19y 22 en el grupo que recibié 50
Hg/kg
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Se ha encontrado una relacién lineal entre la cantidad de AFM+1 excretada en la
leche respecto a la AFB1 ingerida en piensos contaminados, varia entre 1:50 a 1:100 y
puede ser tan alto como 1:16 en las vacas productoras de leche (Veldman et al.,
1992). Se considera que cerca del 0.3 a 6.2% de la AFB1 en la alimentacién animal se
transforma en AFM: en la leche y se excreta dentro de las 12 horas de la
administracion del alimento. Ademas se han encontrado residuos de AF en los
productos carnicos derivados de animales como pollos, reses, ovejas entre otros
(Ghidini et al., 2005).

2.5. Legislacion

Las AFs (B1, B2, G1 y G2) en alimentos para consumo humano estan regulados
en Europa por el Reglamento Europeo RD 475/198883 (RC, 2009) con los siguientes
limites: 10 ug kg' para AFs B1, Bz, G1 y Gz, 0 sea aflatoxinas totales (AFt), y 5 ug kg™’
para AFB:.

El reglamento de la Comisién Europea 165/2010/EC establece limites para
AFB1y AFt de 8 y 15 ug kg, respectivamente en las avellanas, las nueces de Brasil,
cacahuates y otras semillas oleaginosas que vayan a someterse a seleccidén u otro
tratamiento fisico antes del consumo humano o su utilizacion como ingrediente en
productos derivados. Por otro lado en Codex Alimentarius 2006, el limite legal de AFB;1
y AFt en el cacahuate y otras semillas oleaginosas destinados al consumo humano
estan entre 2 y 4 ug kg'!, mientras que en avellanas y las nueces de Brasil son 5y 10
g kg, respectivamente (Baltaci et al. 2012).

Los limites de tolerancia para las AF en la leche lo establecen las autoridades
de cada pais y varian segun por el tipo de micotoxinas y alimento analizado.

En muchos paises se han fijado contenidos maximos de AFM1 en leche y otros
productos lacteos, oscilando las tolerancias entre 0.05 y 0.5 ug kg'. Actualmente la
Comunidad Europea ha establecido que los niveles maximos de AFM1 en leche liquida
y productos lacteos secos o procesados no deben exceder de 50 ug kg™ y cuando se
establece el nivel maximo para la leche procesada, hay que tener en cuenta los
cambios en la concentracion del contaminante, provocados por el tratamiento
(Comision Europea, 2010). El nivel maximo de concentracion de AFM1 establecido por
la FDA es de 500 pg kg (= 0.5 ng g') en la leche, y el Comité Mixto de Expertos FAO
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/OMS en Aditivos Alimentarios han aceptado este limite. En México se tolera una cierta
contaminaciéon de AF en alimentos de consumo humano, siempre y cuando no se
sobrepasen los 20 g kg, segiin la Norma Oficial Mexicana en el Diario oficial de la
federacién (2000) (Caloni et al., 2006; Battacone et al., 2012).

2.6. Cromatografia

La cromatografia es una técnica que separa solutos a través de un proceso
dinamico de migracion diferencial en un sistema que consta de dos o mas fases, una
de las cuales se mueve continuamente en una direccion dada y en la que las
sustancias individuales presentan diferentes movilidades a causa de diferencias de
adsorcién, particion, solubilidad, presion de vapor, tamafno molecular o densidad de
carga idnica. Las sustancias asi separadas se pueden identificar o determinar
mediante procedimientos analiticos (Amaro et al., 2008).

La técnica cromatografica en general requiere que un soluto se distribuya entre
dos fases, una fija (fase estacionaria) y otra moévil (fase mévil), la fase mévil transfiere
el soluto a través del medio, hasta que éste finalmente emerge separado de otros
solutos que eluyen antes o después. La fase estacionaria puede actuar mediante
adsorcién, o por dilucion del soluto (Amaro et al., 2008).

2.6.1. Clasificacion

Con base en la naturaleza de las fases involucradas y a los mecanismos de
separacioén, la cromatografia se divide en:
a) Cromatografia de gases. En este tipo de cromatografia la fase mévil es un gas y la
estacionaria en un sélido (Cromatografia gas-solido) o un liquido (Cromatografia gas-
liquido) (Amaro et al., 2008).
b) Cromatografia de liquidos donde la fase mdvil es liquida y la estacionaria un sélido.

2.6.2. Cromatografia de Liquidos de Alta Precision

La cromatografia de liquidos de alta precisién (HPLC), por sus siglas en inglés,
a veces llamada cromatografia de liquidos de alta resolucién, es una técnica de
separacion basada en una fase estacionaria solida y una fase movil liquida. Las

separaciones se logran por procesos de particién, adsorcién o intercambio idnico,
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segun el tipo de fase estacionaria empleada. La HPLC tiene ventajas caracteristicas
sobre la cromatografia de gases para el analisis de compuestos organicos. Los
compuestos que se van a analizar se disuelven en un disolvente adecuado y la

mayoria de las separaciones tienen lugar a temperatura ambiente (Amaro et al., 2008).

Equipo. Un cromatografo de liquidos es un recipiente con fase movil, una bomba para
forzar el paso de la fase mévil a través del sistema a alta presién, un inyector para
introducir la muestra en la fase mévil, una columna cromatografica, un detector y un

dispositivo de recoleccion de datos (Amaro et al., 2008).

Sistemas de Bombeo. Los sistemas de bombeo de HPLC administran cantidades
exactas de fase movil desde los recipientes hasta la columna mediante una tuberia y
uniones adecuadas para altas presiones. Los sistemas modernos constan de una o
varias bombas reguladoras controladas por computadora que pueden programarse
para variar la relacion entre los componentes de la fase mévil segun se requiera para
la cromatografia en gradiente. Las presiones operativas son tipicamente de hasta 5000
psi 0 mas, con velocidades de flujo de hasta 10 mL por minuto (Amaro et al., 2008).

Inyectores. Los compuestos que se van a cromatografiar se disuelven y inyectan en la
fase mdvil, en nuestro caso usando inyectores automaticos. Estos pueden
programarse para controlar el volumen de muestreo, el nimero de inyecciones y los
ciclos de enjuague del espiral, el intervalo entre las inyecciones y otras variables

operativas (Amaro et al., 2008).

Columnas. Para los analisis farmacéuticos, la separaciéon se logra por la particion de
los compuestos presentes en la solucién de prueba entre la fase mévil y la fase
estacionaria. Los sistemas que constan de fases estacionarias polares y fases moviles
no polares se describen como de fase normal, mientras que por el contrario cuando se
emplean fases moviles polares y fases estacionarias no polares se denomina
cromatografia en fase reversa. La cromatografia de particion casi siempre se emplea
para compuestos solubles en hidrocarburos de peso molecular menor de 1000 (Amaro
et al., 2008).
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Las fases estacionarias para la cromatografia de liquidos moderna en fase reversa
constan normalmente de una fase organica quimicamente unida a silice u otros
materiales. Las particulas son generalmente de 3 um a 10 um de didmetro, hasta 50

UM o0 mas para las columnas preparativas (Amaro et al., 2008).

Detectores. El tipo de detector de UV consta de una celda de flujo colocada en el
extremo de la columna. Un haz de radiacion UV pasa a través de la celda de flujo y se
introduce en el detector. A medida que los compuestos eluyen de la columna, pasan a
través de la celda y absorben la radiacion, lo que da lugar a cambios cuantificables en
el nivel de energia.

En nuestro caso se usé un detector de longitud de onda multiple con una fuente de
luz continua, como una ldmpara de deuterio o de xendn, a presidén y longitudes de
onda simultaneas seleccionadas por el operador. Estos detectores adquieren la
absorbancia a lo largo del intervalo total UV-visible y, por lo tanto, proporcionan al
analista cromatogramas a mdultiples longitudes de onda seleccionadas y espectros de

ultravioleta de los picos eluidos (Amaro et al., 2008).

Dispositivos de recoleccion de datos. Las unidades procesadoras de datos modernas,
reciben y almacenan la sefal de los detectores e imprimen el cromatograma completo
con las alturas y areas de los picos, la identificacién de la muestra y las variables del
método (Amaro et al., 2008).

2.7. Validacién de métodos quimicos analiticos (Horwitz, 1982).

Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis de AF de
la muestra.

La validacién de métodos analiticos es el proceso por el cual se demuestra, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la
aplicacién analitica deseada (CNQFB, 2000). Cualquier método analitico esta
constituido por técnicas de separacidn, extraccion, y de medicién (espectrofotometria,
volumetria, colorimetria, potenciometria, etc.) que permiten medir la respuesta del
analito en la muestra (CNQFB, 2000).
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2.7.1. Parametros de desempeio

Un parametro de desempeno es un parametro especifico a estudiar en un
protocolo de validacion (CNQFB, 2000).

a) Linealidad. Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos directamente
o por medio de una transformacion matematica definida, son proporcionales a la

concentracion del analito, dentro de un intervalo determinado (CNQFB, 2000).

b) Precision. Grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea del producto o de una referencia (CNQFB, 2000).

Repetibilidad & precision de un método analitico, es la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los mismos
instrumentos y método (CNQFB, 2000).

Reproducibilidad es la precision de un método analitico, concordancia entre
determinaciones independientes realizadas por diferentes laboratorios (CNQFB, 2000).

Exactitud. Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el valor de
referencia (CNQFB, 2000).

Selectividad. Habilidad de un procedimiento analitico para diferenciar entre varias
sustancias en la muestra, es decir el grado al cual el método puede determinar al
analito, sin interferencia de la matriz (CNQFB, 2000).

Limite de deteccion (LOD). Concentracion minima del analito en una muestra que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de
operacion establecidas (CNQFB, 2000).

Limite de cuantificacion (LOQ). Concentracion minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de operacion
establecidas (CNQFB, 2000).
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g) Porcentaje de recuperacion. Es la eficiencia del método para detectar todo el analito
presente en una muestra (CNQFB, 2000).

M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han desarrollado diversos métodos para identificar las AFs en alimentos

como cereales, frutos secos, productos agricolas, especias, entre otros.

Se ha determinado la presencia de AFs en la leche de vaca para consumo
humano (Carvajal et al., 2003 a,b; Kang'ethe & Lang’a, 2009), y en productos lacteos,
y se han establecido limites de tolerancia legales para las AF en la leche. Hay reportes
de contaminacion de AF en la leche humana (Galvano et al., 2008; Ghiasian &
Maghsood, 2012; Gong et al.,2003).

Se desconoce la contaminacion de AF en la leche en polvo industrializada para
lactantes (férmulas Infantiles) en México, y la ingesta de grandes cantidades de AFs
repercutiria en su salud, ya que sélo se alimentan de leche (Meucci et al., 2010). Se ha
encontrado contaminacion de AF en la leche de vaca y la leche materna podria

presentar niveles considerables de AFs.

Por lo anterior, es importante desarrollar y validar un método analitico para la
cuantificacion de AFs en leche industrializada para lactantes humanos.

Las AFs estan en cantidades trazas y deben cuantificarse e identificarse con
precision por una metodologia analitica adecuada que es la HPLC. La HPLC compara
las AF de las muestras con estandares conocidos y los identifica segun su tiempo de

retencion.

IV. JUSTIFICACION

El desarrollo de métodos precisos, especificos y sensibles para la determinacion
de AFM1 en la leche para lactantes humanos requiere de meétodos de andlisis

validados para proporcionar resultados confiables.
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V. OBJETIVOS
General

La validacion del método AOAC (2005) de extraccion y cuantificacion de AFM1
con objeto de tener datos confiables acerca de la contaminacion de AFM1 en leches
para lactantes.

Especifico

Comprobacion de los parametros de validacion: Linealidad (curvas de
calibracion de la aflatoxina M1 (AFM1), coeficiente de correlacion (R?), Limite de
deteccion (LOD) del equipo, selectividad y porcentaje de recuperacion

VI.  HIPOTESIS DE TRABAJO

Si la leche en polvo para bebés proviene de leche de vaca y es conocido que ésta
contiene al cancerigeno llamado AFM1, es probable que la leche en polvo para bebés

también contenga a esta micotoxina cancerigena.

VIl. JUSTIFICACION

Es importante conocer la cantidad de AFM+ presente en la leche en polvo para bebés
humanos ya que de 0 a 6 meses de edad beben leche como su Unico alimento y de 6
a 12 meses como el alimento mas frecuente, de modo que si ésta contiene a la AFM+

gue es un cancerigeno y mutageno, el riesgo de enfermedad aumenta.



26

VIIl. METODOLOGIA

8.1. Extraccion de la AFM,

La AFM1 se extrae por aplicacion de la muestra o porcion de prueba (leche
liquida o leche deshidratada reconstituida) a una columna de inmunoafinidad con
anticuerpos monoclonales especificos ligados a un material de soporte sélido
(agarosa). Asi como la muestra pasa a través de la columna, los anticuerpos
selectivamente se ligan a la AFMi presente para formar un complejo antigeno-
anticuerpo. Los otros componentes de la matriz de la muestra son removidos de la
columna con agua destilada. La AFM1 es eluida de la columna con acetonitrilo (ACN) y
cuantificada por HPLC en fase reversa con deteccién de fluorescencia.

Se tuvieron en cuenta, 0.5 ug de AFM1 por litro como nivel maximo de tolerancia
como lo establece la legislacion de Estados Unidos, Canadé y México, y 0.05 ug L' de
AFM1 como limite maximo, segun lo establecido por los paises de Europa Occidental.

8.2. Equipos

Sistema de cromatografia de liquidos (HPLC) incluy6 equipo Agilent 1200 con
Bomba (1200 DE 6295-7044), Inyector automéatico, Automuestreador (DE 6476-1666),
Detector de fluorescencia (DE 6055-6380), columna HPLC (Agilent Eclipse X08 C18)
de 4.6 x 250 mm, con 5 um de tamano particulas y Software (Chem Station 32) en

computadora personal para el control del equipo y procesamiento de datos.

Centrifuga (ALC 4235 CWS, Milano, ltaly), vortex (Genie 2 Scientific Industries
Inc. New York, USA), balanza granataria (Ohaus Triple Beam Balance, New Jersey,
USA) y de precision (Denver Instrument Co DE Series Model 100A, USA),
espectrofotometro (Genesys 10 UV Thermo Corp. Wisconsin, USA), Evaporador
rotatorio, con control de vacio (Rotavapor Bichi RE111, Switzerland); Equipo de
filtracién Millipore o similar; Bano de vapor con temperatura controlada (BM-40T, BG
México).
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8.3. Materiales

Columnas de inmunoafinidad (Easi-Extract RP71/RP70N, R. Biopharm Rhoéne
LTD, Glasgow, UK) para Aflatoxinas totales, tubos de centrifuga de 50 mL, vasos de
precipitados de 100 mL; pipetas volumétricas de 50 mL, pipetas graduadas de 10 mL,
propipeta auxiliar de macropipeteado, jeringas de vidrio de 50 mL y desechables de 5
mL con aguja, micropipetas (BIOHIT Proline CE Gottingen, Germany) de 10 a 5 mL,
puntas para micropipeta, filtros para solventes organicos de 47 mm y poro de 0.45 um;
Filtros para solventes acuosos de 47 mm y poro de 0.45 um, matraces aforados color
ambar de 5, 25 y 100 mL, viales ambar de 5 mL con tapdn, matraces Erlenmeyer de
250 mL, celdas de cuarzo para espectrofotdometro de 1 cm de paso de luz, pipetas

Pasteur; papel filtro Whatman No. 4 o equivalente.

Reactivos. ACN (C2HsN) grado HPLC, 2-Propanol (isopropanol) grado HPLC, agua
(H20) destilada y grado HPLC, acido acético glacial y estandares de AFs certificados
(Sigma-Aldrich, Edomex, México). Los reactivos de pureza HPLC.

Condiciones. Para llevar a cabo el método se fijaron los siguientes parametros
cromatogréficos de acuerdo con (OPS, 1983): Velocidad de flujo a 1 mL min-!, volumen
de inyeccion de 60 pL; Detector de fluorescencia Excitacion: 360 nm. Emisidon: 425 y
450 nm. Temperatura 22 °C. tiempo de corrida 30 minutos, Columna Zorbax Eclipse
C-18 5um

Preparacion de la solucion base de 1000 ng de estandares de AF. Se transfirié una
alicuota de 0.5 mL del estandar de AFM1 a una celda de cuarzo y se registré en el
espectrofotometro a 357 nm, usando metanol para completar 1 mL. Se midi6 la
absorbancia de la solucién a la longitud de onda de 357 nm. Se hizo una concentracion
de 1 yg mL' (= 1000 ng) de AFM1 empleando la siguiente ecuacion:

Concentracion (ug/mL) = Absorbancia a 362 nm x Peso molecular x 1000
Coeficiente de extincidon

Donde: El peso molecular de la AFM1 (328 mg/mL) y el coeficiente de extincién para la
AFM1 (21,250). Aimacenar esta solucién en el congelador por un maximo de 2 anos,

pero verificar su concentracion cada 6 meses. Antes de usar esta solucion permitir que
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alcance la temperatura ambiente. Esta solucion tiene una concentracion de

aproximadamente 1 pg mL™" (= 1000 ng).

Preparacion de la solucion derivatizante. El estdndar de AFMi se evapord a
sequedad y se resuspendido con 200 pulL de acetonitrilo (ACN), y con objeto de
aumentar su fluorescencia se adicionaron 800 ulL de solucion derivatizante. La
solucién derivatizante consistié en 5 mL de acido trifluoroacético (ATF) (Sigma-Aldrich,
St. Louis MO, USA) + 2.5 mL acido acético glacial (Merck, Naucalpan, Edo. Mex.,
México) + 17.5 mL de agua desionizada, para obtener una concentracion final de TFA
de 20% (v/v), se agitdé la mezcla en un agitador orbital (Vortex G-560, Bohemia, NY,
EUA) por 30 segundos.

Los viales con la solucién derivatizante se mantuvieron en un bano Maria a 65 °C
por 10 minutos segun describen Akiyama et al. (2001) y Kok (1994). Posteriormente
se llevaron a temperatura ambiente y se inyectaron 60 uL en el cromatégrafo de

liquidos (HPLC) con loop de 20 uL para su andlisis.

Preparacion de Solucion Buffer de Fosfatos: Se pesaron 0.2 g de cloruro de
potasio, 0.2 g de fosfato de potasio monobasico, 1.6 g de fosfato de sodio monobasico
anhidro, 8 g de cloruro de sodio y 0.05 g de azida de sodio, se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 1000 mL con aproximadamente 950 mL de agua destilada, mezclaron y
disolvieron, usando agitador magnético. Llevar a volumen de 4 L con agua y ajustar el
pHa7.4.

8.4. Extraccion de AFM. de las muestras de leche.

El analisis se realiz6 unicamente con tres tipos diferentes de leche industrializada para
lactantes (formula), las cuales se muestran en la tabla 8.

Debido a que el estudié de cada una de las marcas de tipo de formulas infantiles es
extenso y debido al tiempo requerido, el andlisis completo de las aproximadamente 20
marcas de leche se continua en otro proyecto.
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Tabla 8. Marcas de leche en polvo industrializada para lactantes (férmula)

utilizadas para el estudio.

Formula Infantil Marca Edad Clasificacion
Enfamil formula infantil Enfamil 0-6 meses Formula de inicio
Nutricia Aptamil Danone® 0-6 meses Formula de inicio
Nursoy gold Wyeth® 0-9 meses Formula de inicio

Se colocaron 50 g de la muestra de leche en polvo para lactante con 200 mL de

metanol/ agua (80:20 v/v), se licué durante 2 min a velocidad alta. La muestra licuada

se centrifugd por 10 min a 4300 rpm. El sobrenadante (extracto) se coloc6 en un

matraz volumétrico de 10 mL y la fase acuosa se deseché. Se tomaron 4 mL del

sobrenadante y se diluyeron con 28 mL de PBS, lo que corresponde a 1 g de la

muestra.

Dilucién. Para estabilizar la AF contenida en la matriz alimenticia, se tomaron 4
mL (= 1 g) del extracto y se diluyeron con 28 mL de buffer salino fosfatado

(PBS) pH 7.4 para proteger a los anticuerpos de la columna.

Elucién/adsorcion. Para equilibrar la columna de Inmunoafinidad EASI
EXTRACT®, previamente se aplicaron 20 mL de PBS y posteriormente todo el
extracto diluido a una velocidad de flujo de 5 mL/min (Anénimo, 2012). La
columna se lavo con 20 mL de agua destilada y se dejé pasar aire a través de
ésta para eliminar el agua del eluido. Las AF se eluyeron lentamente con 1.5 mL
de metanol HPLC (100% puro) dejando pasar aire a través de la columna hasta
recoger las ultimas gotas del eluido en viales ambar.

Deteccidn. El eluido de AF se evapor6 a sequedad a 40°C en horno durante 2
dias y después se derivatizé para incrementar la fluorescencia. La derivatizacion
comprende afnadir 200 pL de Acetonitrilo y 800 pL de acido trifluroacético. Las
muestras se agitan en vortex por 30 seg y se colocan los viales cerrados en
bafno Maria a 65 °C durante 10 min, se llevan a temperatura ambiente y se
inyectan 200 pL en el HPLC por triplicado, poniendo el eluido en un inserto.
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8.5. Validacion del método para cuantificar la AFM+

Para el analisis de la AFM1 se utilizé inicialmente un método por HPLC que esta
basado en el Reglamento-184-SSA-1-2000 de Meéxico para AFM1 en leche, formula
lactea, o producto lacteo combinado con columna de inmunoafinidad y cuantificada por
cromatografia de liquidos (HPLC), ajustado con el método Oficial de AOAC (AOAC,
2005) para leche en polvo.

Debido a que el método de la AOC no especifica un coeficiente de variacién para los
parametros a evaluar, y al trabajar con concentraciones trazas. Se establecio el
coeficiente de variacion segun Hortwits.

Este coeficiente de variacion (CV) puede ser justificado por la baja concentracion del
analito mediante la ecuacién de Hortwitz se permite un CV hasta de 10.48.

CV=2" ((1-0.5l0gC))

Donde C es la concentracion expresada en %
Concentracion en mg/mL= 0.001 mg/MI

Concentracion en %= 0.0001%

Por lo tanto: CV=2" ((1-0.510g%00%0")) = 8.0

El coeficiente de variacion debe ser < 8.0

Los parametros requeridos para la validacion de la AFM1 segun el método Oficial
de AOAC fueron: Linealidad, Porcentaje de Recuperacién, Limite de Deteccion (LOD)
y de cuantificacion (LOQ), precision, repetibilidad y selectividad.
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Para la validacién se realizaron dos curvas de calibracion; la primera se realiz6 para
determinar el LOD y LOQ por lo que se utilizaron concentraciones bajas desde 0.05
hasta 128 ng/mL (0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ng/mL) a partir de una
solucién stock de 1000 ng/mL se tomaron alicuotas para hacer soluciones de 100 y
128 ng/mL, a partir de la solucién de 100 ng/mL se tomaron alicuotas de 0.1,0.2, 0.4,
0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 en matraces volumétricos de 10 mL para las concentraciones de 1,
2, 4, 8, 16, 32 y 64 ng/mL respectivamente, se prepara ademas una soluciéon de
concentracion de 10 ng/mL para tomar dos alicuotas de 0.1 y una de 0.5 en matraces
volumétricos de 10 mL para hacer las concentraciones de 0.1, 0.5y 0.05 ng/mL.

La segunda curva de calibracién se realizé haciendo diluciones de la misma solucién
estandar de 1000 ng/mL. De la concentraciébn stock se hicieron las siguientes
diluciones; se toma una alicuota de 1mL y se aforo en un matraz volumétrico de 50 mL
para la concentracién de 20 ng/mL, posteriormente se tomaron alicuotas de 0.4, 0.6,
1.0, 1.4y 2.0 y se aforaron en matraces de 10 mL para las concentraciones de 40, 60,
100, 140 y 200 ng/mL respectivamente, dicha curva se utilizé para la determinacién de
la Linealidad del sistema y el porcentaje de recuperacién. Las diluciones se secaron en
la estufa a 40°C. Posteriormente se resuspendieron con 200 uL de ACN y 800 pL de
acido trifluroacetico, se agitaron en vortex por 30 seg. Y se calentaron en bano Maria a
65°C por 10 min se dejaron enfriar a temperatura ambiente, para finalmente inyectar
60 pL al HPLC por triplicado.

8.5.1. Validacion del Sistema.

Limites de Deteccion (LOD) y de Cuantificacion (LOQ). Para la determinacion, se
realiza con preparaciones de muestras a concentraciones bajas conocidas a diferentes
niveles de concentracién y por triplicado, se prepara un blanco y se miden las sefales

de las soluciones preparadas.

A partir de la concentracion de 1000 ng/mL del estandar de AFM1, se hacen
concentraciones desde 0.05 hasta 128 ng/mL (0.05, 0.1, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128
ng/mL) para obtener una curva de calibracién de AFM1 de donde se obtendra el Limite
de deteccion (LOD) minimo que da el equipo y que sera confiable, abajo del cual ya los
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andlisis no son confiables y se ponen como <LOD que equivale a cero. EL LOD
corresponde a la concentracibn minima a la cual el analito es detectado con una

relaciéon senal-ruido 3:1. El LOQ se calcula de 4 a 10 veces el LOD.

Linealidad del sistema. Para el estudio de la linealidad del sistema se prepard una
curva de calibracién en un intervalo de concentracién desde 20 hasta 200 ng/mL (20-
200 %) que incluyo 6 niveles de concentracion, el analisis se realizo por triplicado. Con
los resultados obtenidos se construyd una grafica de area vs concentracion y se
determinaron los siguientes parametros: pendiente (b1), ordenada al origen (bo),
coeficiente de determinacion (r?), promedio (y), la desviacién estandar (S) y el

coeficiente de variacion (CV).

Precision del sistema. Se preparé por dilucién una solucion que corresponde al 100%
de la concentracién del analito en la curva, se tomaron 200 puL de la solucion, se
coloco en un vial y se inyectd por sextuplicado. Posteriormente se determind el

promedio (¥), la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion (CV).

Repetibilidad. Este estudio se realizd por quintuplicado a una muestra de
concentracion unica que represento el 100.0 % de la cantidad teérica. Se determinan

los mismos parametros que en la Precision de Sistema.
8.5.2. Validacion del método.

Porcentaje de recuperacion, Linealidad del método e intervalo. La determinacion
se realizé mediante la preparacion de muestras enriquecidas o adicionadas, utilizando
la mitad de la muestra analitica que originalmente requiere el método y se adicioné el
analito (AFM1) hasta completar el 100% de éste en la muestra. Se seleccionaron 5
niveles de concentracién y las muestras adicionadas se prepararon por triplicado a
cada nivel manteniendo constante la cantidad de muestra. Los niveles corresponden al
40, 60, 100, 140 y 200%.

Se determinaron los siguientes parametros: el % de recobro, el promedio aritmético (y),
la desviacién estandar (S), el coeficiente de variaciéon (CV) y el intervalo de confianza
para la media poblacional (ICu) del % de recobro
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Selectividad. Para verificar la habilidad del procedimiento de diferenciar entre varias
sustancias de la muestra, se analizaron los cromatogramas blanco, del estandar y de
los extractos obtenidos de la matriz (leche en polvo) después de enriquecerla con
AFMi, por el proceso de extraccion de AF descrito y se compararon los
cromatogramas obtenidos.

a. Se seleccion6 la muestra mas contaminada marca Nursoy gold, Wyeth®, como

matriz, se pes6 un gramo y se enriquecio con 100 ng de AFM;, se tomaron 200 pL

en un inserto para su analisis por HPLC en el automuestreador por triplicado

b. Del estandar de 100 ng AFM1 se tomaron 200 L en un vial para realizar el analisis

c. Se mezclaron 100 pL de la muestra Nursoy derivatizada y 100 pL del estandar de

100 ng de AFM1, y se pusieron en el inserto de un vial para su analisis de HPLC.

8.6. Determinacion de la concentracion de AFM1 en las muestras de leche

Antes de realizar la determinaciéon de la concentracion de AFM1 en las muestras de
leche se procedié primero a realizarles el tratamiento previo para la extraccion de la
aflatoxina el cual se describe en el apartado 8.4 y después se realizé el analisis
cromatografico.

En el cromatograma obtenido para las muestras, se identifico el pico que correspondia
a la AFM1 esto se hizo con el cromatograma obtenido para la solucién estandar de 100
ng/mL de AFM1 que se inyect6. Se compararon las areas de los picos para determinar
la concentracion de AFM1 presente en la muestra.

Todos los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente con la ayuda del
programa Origin Version 5.0 para Windows.
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IX. RESULTADOS
9.1. Validacion

9.1.1. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacién (LOQ). La solucién base de 1
ug/mL (=1000 ng/mL) se obtuvo con precision y se realiz la curva de calibracion con
10 concentraciones (0.1, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ng/mL)

No obstante que se usaron diluciones de 0.01, 0.05 ng/mL, el LOD estuvo en 0.1
ng/mL (Figura 5), que es cuando ya se detectd el pico de la AFM1 que se hizo mas
evidente con 128 ng/mL (Figura 6). Ademas considerando que El LOQ equivale de 4
a 10 veces el LOD por tanto es de 0.4 ng/g MSCR, 2002).

En la tabla 9 se muestran las concentraciones usadas para la determinacion del Limite
de deteccion y cuantificacidon, se realiza la curva a por lo menos 10 concentraciones
bajas cada una por triplicado, sin embargo solo se reportan los valores promedios de
las tres repeticiones para la determinacién del grafico (grafica 1), asi como sus tiempos

de retencion.

Tabla 9. Concentraciones para formar la curva de calibracion de AFM: (rangos
en tiempos de retenciéon 8.514-8.769 min )

Concentracion de Promedio
AFM; (ng/mL) Area (UL) Tiempo de retencién (min)
0.1 0.0160 8.514
0.5 0.0891 8.556
1 0.1716 8.525
2 0.3023 8.563
4 0.7121 8.638
8 1.6158 8.691
16 2.7981 8.745
32 5.0142 8.769
64 9.8421 8.757

128 19.8034 8.685



A continuacién se muestra el grafico de regresién de la curva de calibracién formada
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para la determinacion del limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LQ), el valor de la

pendiente y la ecuacion de la recta

Curva de calibracion (LOD y LOQ)
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Grafica 1. Curva estandar para la determinacién del Limite de deteccion y Limite de

cuantificaciéon

Tabla 10. Determinacion Limite de Deteccion (LOD)

Muestra Area Concentracién (ng/mL) Area
Blanco o Ruido 0.0051
0.1 0.016
3*Ruido 0.0153

Tabla 11. Determinacion Limite de Cuantificacion (LOQ)

Muestra Area Concentracién (ng/mL) Area
Blanco o Ruido 0.0051
0.4 0.057
10*Ruido 0.051

Figuras 4, 5 y 6: Se muestra la comparacion de los cromatogramas de un blanco,
cuando ya se comienza a detectar la AFM1 y la sefal de aflatoxina a la mayor

concentracién de la curva.



Figura 4. Cromatograma blanco
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Figura 6. Pico cromatografico evidente de la dilucién 128 ng/mL AFM1 esténdar, en

tiempo de retencién 8.718 min de la curva de calibracion.
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9.1.2. Linealidad del sistema.

Para la determinacidén de la Linealidad del sistema se realiz6 una segunda curva de
calibracion con 6 niveles de concentracidén con tres niveles inferiores y dos niveles

superiores de la concentracion del analito que incluyen al 100%.

En la tabla 12 se presentan las concentraciones para formar la curva de calibracion de
AFM;1, asi como los valores de Area, promedio (y), desviacién estandar (S) y el
coeficiente de variacion (CV) para determinar la linealidad del sistema. Ademas se

comprueba que el coeficiente de variacion entre cada nivel es menor del 2%.

Tabla 12: Linealidad: Concentraciones para formar la curva de calibracién de AFM;1
(rango de TR 8.514-8.769 min)

Concentracion Area Promedio (y) | Desv. Estandar (S) (,:O?f,' g

AFM1 (ng/mL) variacion (CV)
20 3.0151
20 3.1035 3.0822 0.0594 1.9268
20 3.1280
40 7.2018
40 7.0018 7.0600 0.1235 1.7487
40 6.9764
60 9.7890
60 9.6190 9.6430 0.1356 1.4062
60 9.5210
100 15.319
100 15.1207 15.1420 0.1673 1.1050
100 14.9864
140 21.9560
140 21.7980 21.9357 0.1287 0.5868
140 22.0530
200 30.4260
200 31.4130 30.9906 0.5086 1.6412
200 31.1327

En la gréfica 2 se muestra la curva de calibracion obtenida para la linealidad del
sistema, se reporta ademas la ecuacion y el coeficiente de determinacién (r?), éste

ultimo parametro determina si el sistema es lineal o no.
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Grafica 2. Curva de calibraciéon estandar para determinar la Linealidad del sistema

9.1.3. Precision del Sistema.

Para la determinacion de la precision del Sistema se medira la variabilidad de la
respuesta a una concentracion especifica de la sustancia de referencia. Y se realiza

con la concentracion de 100 ng/mL

En la tabla 13 se muestran los valores de area, a una concentracion de AFM1 de 100
ng/mL, asi como también se presentan los valores de promedio (y), desviacion
estandar (S) y coeficiente de variacién (CV) que al ser menor al coeficiente propuesto

anteriormente con la férmula de Horwits indica que existe precision en el sistema.
Tabla 13. Valores de area obtenidas para la determinacién de la Precisién del Sistema

Concentracion

(ng/mL) Area
100 14.0887
100 14.2659
100 15.3190
100 14.6127
100 15.3190
100 15.2813

Promedio 14.8144
(S) 0.5649

c.v 3.81%
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9.1.4. Repetibilidad (Repetitividad)

La determinacién de Repetibilidad se realizd6 con la misma prueba de precision del
sistema a una concentracion unica que representa el 100% de la concentracion
tedrica, sin embargo Unicamente se realiz6 por quintuplicado. Y se determinan los

mismos parametros de la Precision que se muestran en la tabla 14

Tabla 14. Resultados de area y valores obtenidos para determinar la Repetibilidad del
sistema

Concentracion

(ng/mL) Area Repetibilidad

100 14.0887

100 14.2659

100 15.3190

100 14.6127 Prom (¥ )= 14.7211

100 15.3190 (S)= 0.5775

100 15.2813 C.V.= 3.92%
Promedio (y) 14.8144

(S) 0.5649

C.v. 3.81%

9.1.5. Porcentaje de recobro, linealidad del método e intervalo

Para determinar éste parametro se ocuparon los mismos niveles de concentracién que
se utilizaron para la Linealidad del Sistema, pero unicamente se adicionaron muestras
a partir del nivel del 40% para asi formar la curva que nos servira en la determinacion
de la Linealidad del Método y seleccionando al menos 2 niveles superior € inferior de la
cantidad del analito (Intervalo), preparando las muestras adicionadas por triplicado a

cada nivel y manteniendo constante la cantidad de la muestra.

En la tabla 15 se muestran los valores tomados para la determinacion de la cantidad
adicionada a cada muestra y la cantidad teérica que se pretende obtener considerando
que se realiza el analisis utilizando la mitad de la muestra que originalmente ocupa el

método
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Tabla 15. Determinacién de la cantidad adicionada (muestras enriquecidas) en cada

nivel para formar la curva y determinar el porcentaje de recuperacién

Concentracion Cantidad de Contenido de AFM1 Cantidad Adicionada

Nivel (ng/mL) muestra (gr) | en la muestra (ng/mL) de AFM1 (ng/mL)

40 40 0.5 30 10

60 60 0.5 30 30

100 100 0.5 30 70

140 140 0.5 30 110

200 200 0.5 30 170

Los valores de porcentaje de recobro para determinar la linealidad del método se
presentan en la tabla 16. La gréafica de cantidad adicionada contra cantidad recuperada
asi como los parametros requeridos y especificaciones para la determinacion de éste

parametro (tabla 17).

Tabla 16. Valores de porcentaje de recobro obtenidos para la linealidad del método,

por cada nivel de concentracion.

Cantidad Adicionada Cantidad Recuperada

Nivel (%) (ng/mL) (ng/mL) % Recobro
40 10 9.98651 99.87
40 10 10.1356 101.36
40 10 10.0230 100.23
60 30 30.3121 101.04
60 30 30.4650 101.55
60 30 29.9810 99.94
100 70 70.8750 101.25
100 70 69.9653 99.95
100 70 68.8530 98.36
140 110 108.8652 98.97
140 110 109.7540 99.78
140 110 108.8653 98.97
200 170 168.6530 99.21
200 170 170.7643 100.45

200 170 166.9643 98.21
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La Grafica 3. Curva obtenida de cantidad adicionada contra cantidad recuperada para
la determinacién del porcentaje de recobro y Linealidad del Método.
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Tabla 17. Parametros requeridos para la linealidad del método.

Parametro || Especificacion || Resultado |
r2 I >0.98 I 0.9998 |
Promedio I 98-102 % I 99.94% |
cVv I <2.0% I 1.06% |
Incluye el 100% o el promedio ‘

1C (W) aritmético del % de recobro se (98.02, 101.6)

incluye en el intervalo de 98-102

9.1.6. Selectividad

Se realiz6 una comparacién de los cromatogramas obtenidos del estandar de AFM;
(100 ng), de la muestra de leche en polvo contaminada naturalmente con 60 ng de
AFM;, y finalmente la suma de la matriz enriquecida con el estandar de AFM+1 da una
concentracion de 161 ng a los mismos tiempos de retencidén y sin que se traslaparan

picos del estandar y la matriz, Figuras 7 a 9.
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Figura 7: Estandar de 100 ng de AFM1 sola con tiempo de retencién 8.73 min .
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Figura 8: Muestra de leche en polvo sola que corresponde a una concentracion basal

natural de 60 ng mL" de AFM;
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Figura 9: Muestra de leche en polvo con contaminacién basal de 60 ng de AFM1 +

marcaje de 100 ng de estdndar de AFM1, con tiempo de retencion 8.956 min.

9.2. Analisis de las muestras

En el cuadro siguiente se muestran los valores de area y concentracion de AFM1

obtenidos para cada una de las muestras de leche industrializada para lactante

Tabla 18. Determinacion de la cantidad de AFM1 en muestras de leche en polvo
Industrializada para lactantes.

Muestra T.R Area Promedio Conc. (ng/mL)
7.007 6.14086
8.107 6.79149
7.077 7.45892 6.79709 30.4893

8.622 10.13132
8.927 11.78895
8.924 10.82496 10.91508 48.3416
8.944 20.04625
8.907 18.73652
8.878 18.64171 19.14149 60.1613

W W W NN N PP
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X. ANALISIS DE RESULTADOS

Respecto a cada parametro se aprecia que la linealidad se realiz6 con 10 diluciones
del estandar de la AFM1 con un rango de tiempos de retencion de 8.139 a 8.842 min, y
tuvo una regresion lineal con un coeficiente de correlacion R? de 0.9834 que es muy
bueno. El limite de deteccidn fue de 0.1 ng /mL que es excelente, considerando que el
LOQ tedrico seria 0.4 ng/mL. la selectividad mostrd que los picos de la matriz y del
estandar de AFM1 no se traslapan, sino que coinciden en el mismo rango de la AFM+
con tiempos de retencion de 8.733 a 8.833 min. El promedio de porcentaje de

recuperacion fue de 99. 94 %.

Para la Linealidad del sistema, la curva de calibracién a 357 nm resulté ser lineal en el
intervalo de concentraciones comprendidos entre 8.0 y 200.0 ng/mL. Al aplicar el
método de los minimos cuadrados a los resultados registrados se obtuvo la ecuacién
de la recta que se expresd segun y = 11019,41 x — 2909,67. El coeficiente de
correlacién lineal fue de 0.9968. Al aplicar la prueba de linealidad se obtuvo un valor de
desviacion estandar relativa del 0.22 % y el término independiente incluyo al cero.

La determinacion de la precision del sistema se realiz6 satisfactoriamente cumpliendo
con el parametro de aceptacion del coeficiente de variacion para muestras repetidas a

una sola concentracion, de lo cual también se deriva la repetitividad.

El porcentaje de recobro y la determinacién de la linealidad del método con muestras
cargadas, se muestra en la tabla 2, donde la pendiente de la curva de recuperacion
presentd un valor de 0,9972. La curva de recuperacion mostré6 un comportamiento
lineal dado por la ecuacion de la linea recta y el coeficiente de correlacion de 0.9998.
La recuperacién media fue del 99.94 %. Al aplicar la prueba de linealidad se obtuvo un
valor de desviacion estandar relativa igual al 1.0 % vy el intervalo de confianza del

término independiente incluyo el cero.
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Xl. OBJETIVOS Y METAS ALCANZADOS

Los objetivos plateados inicialmente se cumplen satisfactoriamente ya que se valida
correctamente el método de extraccion y cuantificacion (AOAC 2005) de la AFM;
tomando como matriz muestras de leche en polvo, lo anterior debido a que el método
satisface los requisitos de la aplicacion analitica deseada, cumpliendo con todos los

parametros requeridos.

La técnica analitica permiti6 ademas la comprobacion de cada parametro con la
realizacion de diferentes curvas de calibracién, para LOD, LOQ, Linealidad del sistema
y % de recobro) con la comparacién de cromatogramas para la selectividad del mismo,
el procesamiento de datos y resultados arrojados verificando el cumplimiento de cada

criterio de aceptacion.
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Xll. CONCLUSIONES

El método AOAC (2005) permitié determinar satisfactoriamente el contenido de dicho
compuesto en diferentes tipos de muestras de leche en polvo para lactante (férmula),
ademas de cumplir con todos los parametros y requerimientos de validacion por lo

tanto, se valida correctamente proporcionando asi resultados confiables.

El estudio de laboratorio para extraccidén y cuantificacién de AFM1 consistié no solo en
identificar y cuantificar a la misma (LOD y LOQ), se verifico también la Adecuabilidad
del sistema concluyendo que el método es apto para su uso, y de acuerdo a los
resultados arrojados, demostrd ser lineal, especifico, preciso, reproducible y con

recobros éptimos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la leche en polvo para
lactantes (férmula), efectivamente presenta contaminacion por AFM1 al igual que el
derivado de leche de vaca de acuerdo a los estudios antes realizados, sin embargo las
cantidades de AFM1 presentes en las muestras analizadas son muy pequefas,
(practicamente trazas ng/mL) por lo tanto, no existen datos significativos, para
asegurar que dicha aflatoxina presente un riesgo significativo para la salud del
pequefo lactante. Y es necesario realizar un estudio mucho méas amplio de las
muestras existentes en el mercado para poder asi no solo determinar la cantidad de
AFM1 sino también otros tipos de aflatoxinas presentes en las muestras y por tanto,

obtener resultados contundentes.
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INTRODUCCION

Las micotoxinas son toxinas de hongos y las mas importantes son las aflatoxinas
(AF). Las AF son metabolitos secundarios producidas principalmente por los hongos
Aspergillus flavus Link, A. parasiticus Speare y A. nomius Kurtzman (Manonmani et al.,
2005), que se desarrollan y contaminan los alimentos, en el campo, durante el
procesamiento y almacenamiento con condiciones adecuadas de luz, temperatura,
humedad y pH. No se sabe con certeza la funcién de las AF para el hongo, algunos
autores las consideran como venenos con la funcion de proteger al hongo contra la
predacion y la competencia (Kang'ethe et al, 2009), otros consideran que son
mecanismos de defensa contra otros hongos. Su nombre viene de A = Aspergillus, fla =

flavus y toxina = veneno.

Se han identificado alrededor de 20 tipos de AF que quimicamente corresponden
a bis-dihidro-furanocumarinas. Las principales AF son la aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina
B2 (AFB2), aflatoxina Gi1 (AFG1) y la aflatoxina Gz (AFG2), siendo la AFB1 la mas

frecuente y toxica.

Dichas AF se nombran por el color de su fluorescencia, la AFB1 y AFB:2
presentan fluorescencia azul intenso bajo la luz ultravioleta de onda larga, mientras que

la AFG1y AFGz presentan fluorescencia amarilla verdosa.

Las AFM1 (AFM1) y M2 (AFMz) provienen del metabolismo del higado de

mamiferos, como la vaca, cabras y humanos, y cuando consumen granos
contaminados con la AFB1 y AFB2, el organismo les afiade un grupo OH" se forman los

hidroxilados, y baja su toxicidad como mecanismo de destoxificacion. El higado forma
las AF hidroxiladas que son secretadas en la leche como la AFM1, la AFMz, la aflatoxina
P1 (AFP+1) y el aflatoxicol (AFL) y pasan a los productos lacteos (Baltaci et al. 2012,
Carvajal et al., 2003 a,b).
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OBJETIVOS

General: La validacién del método AOAC (2005) de extracciéon y cuantificacion de
AFM1 con objeto de tener datos confiables acerca de la contaminacion de AFM1 en

leches para lactantes.

Especificos: Comprobacion de los parametros de validacion: Linealidad (curvas de
calibracién de la aflatoxina M:1 (AFMy), coeficiente de correlacion (R?), Limite de

deteccion (LOD) del equipo, selectividad y porcentaje de recuperacion.

OBJETIVOS Y METAS ALCANZADOS

Los objetivos plateados inicialmente se cumplen satisfactoriamente ya que se valida
correctamente el método de extraccion y cuantificacion (AOAC 2005) de la AFM;1
tomando como matriz muestras de leche en polvo, lo anterior debido a que el método
satisface los requisitos de la aplicacién analitica deseada, cumpliendo con todos los

parametros requeridos.

La técnica analitica permiti6 ademas la comprobacién de cada parametro con la
realizacion de diferentes curvas de calibracién, para LOD, LOQ, Linealidad del sistema
y % de recobro) con la comparacién de cromatogramas para la selectividad del mismo,
asi como el procesamiento de datos y resultados arrojados verificando el cumplimiento
de cada criterio de aceptacion.

CONCLUSIONES

El método AOAC (2005) permiti6 determinar satisfactoriamente el contenido de dicho
compuesto en diferentes tipos de muestras de leche en polvo para lactante (férmula),
ademas de cumplir con todos los parametros y requerimientos de validacion por lo

tanto, se valida correctamente proporcionando asi resultados confiables.
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El estudio de laboratorio para extraccién y cuantificacion de AFM1 consistié no solo en
identificar y cuantificar a la misma (LOD y LOQ), se verifico también la Adecuabilidad
del sistema concluyendo que el método es apto para su uso, y de acuerdo a los
resultados arrojados, demostrd ser lineal, especifico, preciso, reproducible y con

recobros 6ptimos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la leche en polvo para
lactantes (férmula), efectivamente presenta contaminacion por AFM1 al igual que el
derivado de leche de vaca de acuerdo a los estudios antes realizados, sin embargo las
cantidades de AFM1 presentes en las muestras analizadas son muy pequefas,
(practicamente trazas ng/mL) por lo tanto, no existen datos significativos, para asegurar
que dicha aflatoxina, presente un riesgo significativo para la salud del pequefo
lactante. Y es necesario realizar un estudio mucho mas amplio de las muestras
existentes en el mercado para poder asi no solo determinar la cantidad de AFM1 sino
también otros tipos de aflatoxinas presentes en las muestras y por tanto, obtener asi,

resultados contundentes.
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