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RESUMEN: Se desarrollé un nuevo método
para la cuantificacion de aflatoxina y ocratoxina
que utiliza como datos matrices de excitacién—
emision de fluorescencia y para el anélisis de
los mismos calibracion multivariada. Debido a
que la relacion sefal analitica—concentracion

no es lineal, se decidio trabajar con el método
MCR-ALS, el cual es capaz de separar la sefial
de cada analito en cada muestra. Los resultados
obtenidos al predecir muestras artificiales

son muy satisfactorios, con porcentajes de
recuperacion de 94 a 103 % para aflatoxina y de
98 a 104 % para ocratoxina. Ademas los limites
de deteccion obtenidos son bajos (3,9 'y 4,2 ugL’
para aflatoxina y ocratoxina respectivamente)
comparables con los valores maximos
aceptados por los organismos internacionales
de control de alimentos. Este nuevo método

no requiere reactivos, solo una mezcla de
metanol:agua (75:25) como solvente, es rapido,

sencillo y de muy bajo costo.
PALABRAS CLAVE: micotoxinas, matrices de
excitacién-emision de fluorescencia, MCR-ALS.

SUMMARY: Analytical method development

for the quantification ofaflatoxin and ochratoxin,
using excitation—emission fluorescence matrices
andmultivariate calibration.

A new method for the quantification of aflatoxin
and ochratoxin was developed, which uses
excitation—emission fluorescence matrices

as data and multivariate calibration. Because

the relationship between the analytical signal

and theconcentration is not linear, we decided

to work with the MCR-ALS method,since this
method is able to separate the signal of each
analyte in each sample. The prediction results for
the artificial samples are very satisfactory, with
recoveries from 94 to 103% for aflatoxin, and
from 98 to 104 % for ochratoxin. Furthermore, the
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obtained detection limits are low (3.9 and 4.2 m
glL-1 for aflatoxin and ochratoxin, respectively)
comparable to the maximum values accepted

by international food control agencies. The new
method does not require reagents, only a mixture

of methanol:water (75:25) as solvent, it’s fast,
simple and inexpensive.

KEYWORDS: mycotoxins, excitation-emission
fluorescence matrices, MCR-ALS.

1. Introduccién

Los hongos filamentosos de los géneros
Aspergillus, Fusarium y Penicillum producen
una serie de compuestos toxicos durante
su metabolismo secundario. Estos meta-
bolitos se conocen como micotoxinas y su
presencia en los alimentos produce danos
a la salud humana (1, 2). Las micotoxinas
se encuentran frecuentemente en produc-
tos como maiz, arroz y otros cereales, mani,
vino, leche, entre otros (3, 4, 5), que pueden
contaminarse tanto en el campo y antes de
la cosecha, como durante el almacenaje
previo al procesamiento del material.

Las aflatoxinas (entre ellas: aflatoxina B,
y B, G, y G, tienen propiedades oncogé-
nicas debido a su capacidad de unirse al
ADN (1). También se las asocia al incre-
mento en la mortalidad de animales de
granja (2,3). La ingestion involuntaria de
aflatoxina puede llegar a provocar la muerte
en caso de intoxicacion aguda, o resultar
cancerigena en caso de ingesta cronica (2).
Las ocratoxinas (entre ellas: ocratoxina A, B

y C), ademas de ser nefrotoxicas, muestra-
nun comportamiento hepatotdxico, inmuno-
supresor, teratogénico y carcinogénico (1).

Las micotoxinas son compuestos muy
estables que no se descomponen con irra-
diaciones de luz UV, ni el calor. Ademas,
son inodoras, incoloras e insipidas, lo que
facilita su consumo involuntario. Incluso,
persisten en alimentos procesados ya que
resisten severos procesos industriales (6).

Organizaciones como la FAO (FoodA-
griculturalOrganization), la Comision del
Codex Alimentarius, la FDA (Food and Dru-
gAdministration) y la UE (Unién Europea),
han dictado reglamentaciones nacionales
e internacionales que establecen los nive-
les méximos de tolerancia para las micoto-
xinas presentes en alimentos y materias pri-
mas (7, 8).

En la Tablal se muestran algunos valo-
res maximos aceptables establecidos en el
Reglamento (EU) N° 165/2010 para algunos
alimentos.
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Tabla 1. Valores maximos tolerables para aflatoxina y ocratoxina establecidos en el Reglamento

(EU) N° 165/2010, del 26 de febrero de 2010.

Ocratoxinas (ug/kg)
Cereales y productos a base de cereales 5
Leche cruda 5
Productos lacteos 0,05
Pasas de uva 10
Vino 2
Alimentos infantiles para lactantes y nifios de corta edad 0,5
Mani, nueces, almendras 4
Maiz y arroz 10
Aflatoxinas

Leche cruda 0,05
Leche en polvo 5
Pasas de uva 4
Maiz 5
Harina de soja 30
Mani sin procesar 20
Mani terminado, nueces, almendras 4
Raciones para ganado lechero 30

Los principales cultivos agricolas de
América Latina (maiz, trigo, café, algodén,
soja, cebada, girasol, manies y nueces
de érbol, cacao) y lacteos son muy sus-
ceptibles a la contaminacién, lo que pro-
duce cuantiosas pérdidas econdmicas al
momento de exportar la produccién. Los
paises integrantes del Mercosur tienen
reglamentos armonizados para las concen-
traciones aceptables de micotoxinas (9,10).

Dentro de los métodos de cuantificacion
publicados hasta el momento, se pueden
mencionar métodos separativos como: cro-
matografia en capa delgada (TLC) (11), cro-
matografia liquida de alta resolucion (HPLC)
(12, 13), cromatografia liquida ultra resolu-
cién acoplada a espectrémetros de masa en
tandem (UPLC-MS/MS) (14, 15, 16) y cro-

matografia liquida acoplada a espectréme-
tros de masa en tandem (LC-MS/MS) (17).
Estos métodos se caracterizan por reque-
rir prolongados tiempos de procesamiento,
equipos de elevado costo y personal capa-
citado. También se utilizan técnicas de inmu-
noafinidad y métodos espectrofotométricos
o luminiscentes (18,19). Uno de los métodos
mas utilizados actualmente es el enzimo-
inmuno ensayo (ELISA), considerada una
técnica de cuantificacion rapida, simple y
sensible. Sin embargo, presenta las desven-
tajas de su elevado costo y de no resolver el
denominado efecto matriz (20, 21).
Actualmente, se utilizan métodos qui-
miométricos para la cuantificaciéon simulta-
nea de analitos que combinan datos obteni-
dos mediante técnicas analiticas y métodos
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estadisticos de calculo. Dentro de los méto-
dos que utilizan datos de segundo orden,
como matrices de fluorescencia de excita-
cién— emision (EEM), se encuentran PARA-
FAC (Analisis Paralelo de Factores) (22)
y MCR-ALS (Resolucién Multivariada de
Curvas — Cuadrados Minimos Alternantes)
(23, 24). Estos métodos permiten el anali-
sis simultaneo de varios analitos, sin recu-
rrir a técnicas analiticas separativas vy, asi-
mismo, pueden discriminar la presencia de
compuestos desconocidos presentes en
la matriz de la muestra, lo que se conoce
como “ventaja de segundo orden”.

El método MCR-ALS opera extrayendo los
perfiles espectrales de cada analito presente
en la mezcla y calcula el area bajo cada per-
fil de concentracion. Con estos valores y las
concentraciones del juego de calibracion
se construye una curva de calibrado de la
misma manera que para calibracion univa-
riada. Este algoritmo es una poderosa herra-
mienta capaz de resolver los espectros de
diferentes compuestos presentes en mues-
tras complejas, a pesar de desconocer los
demas componentes de la matriz.

En el presente trabajo se describe un
nuevo método, sencillo, rapido y de bajo
costo para la cuantificacion de aflatoxina
y ocratoxing, utilizando matrices de exci-
tacién-emision de fluorescencia y MCR-
ALS. Ademas, la técnica desarrollada no
utiliza reactivos contaminantes, por lo que
puede considerarse amigable con el medio
ambiente.

2. Teoria

El algoritmo MCR-ALS se ha convertido
en una herramienta quimiométrica amplia-
mente utilizada para la resoluciéon de mul-
tiples componentes en muestras descono-
cidas debido a la variedad de tipo de datos

que se pueden analizar; esencialmente,
cualquier sistema con multicomponentes
que den como resultado tablas o matri-
ces de datos (datos de segundo orden)
que puedan describirse por un modelo bili-
neal (26). MCR-ALS tiene la capacidad de
analizar multiples matrices de datos simul-
taneamente y permite la aplicacion flexi-
ble y diversa de restricciones que ayudan
a la resoluciéon, mejorando los resultados
(26). Generalmente, las matrices se apilan
en filas o columnas, generando una matriz
aumentada D. La descomposicion bilinear
de la matriz aumentada D se lleva a cabo
segln la expresion:

D =CxS™+E (1)

donde las filas de D contienen los espectros
de excitacién medidos a distintas longitu-
des de emisioén, las columnas de C contie-
nen los perfiles de concentracion (en nues-
tro caso los espectros de excitacion) de los
componentes involucrados en el proceso,
las columnas de Slos perfiles espectrales
(espectros de emision), y E es la matriz de
los residuos no ajustados por el modelo.
Las dimensiones apropiadas de D, C, S
y E son Kx(1+)xd, Kx(1+)xXN, JXN vy
Kx (1+/)xJ, respectivamente (/ es el nlimero
de muestras de calibracion, J es el nimero
de longitudes de emision, N es el nimero
de componentes que dan respuesta, K el
numero de longitudes de onda de excitacion
y se asume una sola muestra incognita). La
descomposicién de D se logra a través de la
minimizacion por cuadrados minimos alter-
nantes (ALS) de la norma de E.

Entre las restricciones mas aplicadas se
encuentran (26, 27, 28): no negatividad, uni-
modalidad, rango local/selectividad, trilinea-
lidad, entre otras.
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Es importante mencionar que MCR-ALS
requiere ser inicializado con parametros del
sistema lo mas cercanos posible al resul-
tado final. Se pueden proveer, por ejem-
plo, espectros de las especies obtenidos a
partir de sus estandares puros o del anali-
sis de los llamados espectros “mas puros”
a través de la metodologia SIMPLISMA
(del inglés, simple Interactiveself-modelling
mixture analysis), un algoritmo de resolu-
cién multivariada de curvas que extrae los
espectros puros de los componentes a par-
tir de una mezcla de espectros de composi-
cién variada (25).

Luego de la descomposicién de D, la
informacién contenida en C puede ser uti-
lizada para realizar predicciones cuantitati-
vas. Esto se realiza construyendo un grafico
de calibracion univariada con las concen-
traciones relativas de las muestras de cali-
bracién contenidas en la matriz optimizada
C. Dado un componente de interés parti-
cular, se seleccionan los elementos de C
correspondientes a las / mezclas de calibra-
cion desde C,  hasta C, . En nuestro caso,
cada serie de valores K corresponde al per-
fil de excitacidon para una muestra en parti-
cular. Si el area bajo el perfil es proporcio-
nal a la concentracion del componente, se
construye un modelo segun:

K
k§7c[k+K{L—7)]n} = Kyca¥
@

donde la sumatoria de cada grupo de K
elementos de C corresponden a un com-
ponente en particular, en una muestra de
calibracion dada, e y es el vector de las
concentraciones de calibracion.

Mediante la interpolacién de los valo-
res provistos por la muestra desconocida
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puede obtenerse la concentracion del ana-
lito de interés.

3. Materiales y métodos

Reactivos y soluciones: soluciones estan-
dar de aflatoxina y ocratoxina A de 1000 ug
L', (R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemania).
Se utilizaron los solventes metanol grado
HPLC (Sintorgan, Buenos Aires, Argentina)
y etanol (Cicarelli, Santa Fe, Argentina).
Todos los experimentos se realizaron con
agua MilliQ (sistema purificador Millipore,
Bedford, MA, USA).

Equipo: se empled un espectrémetro Per-
kin-Elmer LS-55 y cubetas de cuarzo de
caras planas de 700 uL de capacidad.

Las matrices de excitacion—emision de
fluorescencia se registraron variando las
longitudes de onda de excitacion entre
250 y 400 nm cada 5 nm, y recogiendo
los espectros de emision entre 400 y 500
nm cada 0,5nm. Por lo tanto, el tamano de
cada matriz es de 201 x 30. La velocidad
de barrido fue 200 nm min‘', las aberturas
de ambos monocromadores se fijaron en
15 nmy voltaje del detector en 775 V.

Software: MCR-ALS se implementd a
través de la interfaz gréfica provista por R.
Tauler en su pagina http://www.ub.edu/mer/
welcome.html y se ejecutd utilizando MAT-
LAB 7.0 (MATLAB 7.0, 2005). Ademas, se
emplearon Origin Pro 8 (Originlab Corpora-
tion, USA) y SigmaPlot 10.0 (Systat Software
Inc, USA).

3.1. Método fluorimétrico

Muestras de calibracion: se prepararon 8
muestras de calibracién para aflatoxina en
un rango de concentraciénde 0 a 50,0 ug
L. Por otro lado, se hicieron 10 muestras
de calibracion paraocratoxina en un rango
de concentracion de 0 a 70,0 ug L' Todas
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las soluciones se prepararon por duplicado,
agregando cantidad necesaria de solucién
patrén de la micotoxina correspondiente y
llevando a volumen final con un mezcla de
metanol:agua (75:25).

Muestras de validacion: se prepararon 3
muestras de validacion, por duplicado, con-
teniendo distintas cantidades de ambas
micotoxinas y llevando a volumen final con
una mezcla de metanol:agua (75:25).

4. Resultados y discusion

Aflatoxina y ocratoxina son solubles en
metanol:agua (75:25) y fluorescen cuando
son excitadas con energia radiante, sin
necesidad de ser derivatizadas. Bajo estas
condiciones, se estudiaron las longitudes de
onda donde ambos analitos presentan picos
de fluorescencia. En las Figs. 1A'y 1B se
muestran los gréaficos las matrices de excita-
cion—emision de fluorescencia de una solu-
cion patron de aflatoxina de 42,0ug L'y otra

Figura 1A. Matriz de excitacién-emisiéon de
una solucion de aflatoxina pura de 42,0ug L
en metanol:agua, en un rango de longitudes
de onda de excitacién de 330 a 390 nm y de
400 a 475 nm para emision.
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de ocratoxina de 53,0ug L' en metanol:agua,
respectivamente, en un rango de longitudes
de onda de excitacién de 330 a 390 nmy de
400 a 475 nm para emision.

A partir del andlisis de los gréficos, se
extrajeron las longitudes de onda de exci-
tacion y de emisidon donde cada analito
presenta un pico de fluorescencia, siendo
éstas de 380/442nm y 343/450nm para afla-
toxina y ocratoxina, respectivamente.

Se decidi¢ trabajar en el rango de lon-
gitudes de ondade de 330 a 390 nm para
excitacion y de 400 a 475 nm para emi-
sién ya que a estas longitudes de onda se
encuentra la mayor informacion analitica.
De esta manera las matrices de datos que-
daron con una dimensién de 150 x13.

Esta restriccion se realizd con la intencion
de lograr que el método de calibracion mul-
tivariado MCR-ALS diferenciara con mayor
eficacia la sefal de los analitos presentes
en las matrices de validacion.

Figura 1B. Matriz de excitacidon-emisién de
una solucion de ocratoxina pura de53,0ug L
en metanol:agua, en un rango de longitudes
de onda de excitacién de 330 a 390 nm y de
400 a 475 nm para emision.
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Ademas, se analizaron los espectros de
emision y de excitacion de ambos analitos y
se determindé que la mayor diferencia entre
ellos se presenta en los espectros de emi-
sién. Por este motivo, se utilizaron los espec-
tros de emision para la identificacion de cada
analito, y los espectros de excitacion para la
cuantificacién de los mismos. En la Figura 2
Ay B se observan los espectros de excita-
cion y de emision de ambos analitos, en el
rango de longitudes de onda de trabajo.

4.1. Estudio de la linealidad

Aflatoxina: para el estudio dela relacion
entre senal analitica y concentraciéon, se
construyé una curva de calibrado, grafi-
cando las &reas bajo los perfiles de concen-
tracion (espectros de excitacion), obtenidas
al aplicar MCR-ALS, versus concentracion
(ver Fig. 3). Para ello, se gener6 una matriz
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aumentada apilando en columnas las matri-
ces transpuestas correspondientes a las
muestras de calibraciéon de aflatoxina, orde-
nadas de menor a mayor concentracion.
Antes de comenzar la resolucion por MCR-
ALS, la determinacion del nimero de com-
ponentes se llevd a cabo mediante la des-
composicion en valores singulares (SVD)
(resultando igual a uno debido a la contri-
bucién del analito solamente), mientras que
las estimaciones iniciales se crearon a tra-
vés de SIMPLISMA (25). En el presente
estudio, se aplicaron las restricciones de no
negatividad de los perfiles de concentracio-
nes y espectrales, y unimodalidad sélo en
los perfiles de concentracion.

A simple vista, la relacion no es lineal, por
lo que se estudiaron dos tipos de ajustes: sig-
moideo y lineal. En la Tabla 2 se muestran los
parédmetros obtenidos para cada tipo ajuste.

Figura 2. 2A. Espectros de excitacion de fluorescencia en un rango de longitudes de onda de 330

a 390 nm, y 2B. Espectros de emisién de fluorescencia en un rango de longitudes de onda de 400

a 475 nm. Aflatoxina (linea de puntos) y ocratoxina (linea llena).

ESPECTROS DE EXCITACION

ESPECTROS DE EMISION

g

Fluorescencia

1 T T T T T T T

340 0 il 30 3
Longitud de onda {nm)

Fluorescenca

g

— OCRATCHIMG
woees AFLATCHING

g

g

2

2m4

1] T T T

400 4, 440 4‘8]
Longitud de onda {nm)




Semeniuk y col. * Desarrollo de un método para la determinacién del contenido limite... 43

Figura 3. Curva de calibrado de aflatoxina, en un rango de concentraciones entre 7,0y 49,0 ug L.
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Tabla 2. Ecuaciones, parametros estadisticos y rango de trabajo, obtenidos para los modelos sig-

moideo y lineal para la curva de calibrado de aflatoxina.

Ajuste Sigmoideo Lineal

Ecuaciones __ AT ACA) y=a+bx
(1 + exp ((x—xo)/dx))

R? 0,99728 0,98329

Error estandar de la estimacion 2019,05 3222,49

Rango de concentraciones de trabajo (ug L") 7,0a49,0 13,0a42,0

Limite de deteccion (ug L") 39 8,7

Limite de cuantificacion (ug L") 11,8 26,3

Ocratoxina: de la misma manera que para
aflatoxina, se procedié a estudiar la rela-
cién entre sefal analitica (area obtenida por
MCR-ALS) y concentracion de ocratoxina
(ver Fig. 4). La aplicacién del algoritmo fue de
la misma manera que el caso anterior, siendo
el nimero de componentes igual a uno.

Esta relacion tampoco es lineal, por lo
que nuevamente se realizaron dos tipos de
ajustes: sigmoideo y lineal. En la Tabla 3 se
muestran los parametros obtenidos para
cada tipo ajuste.
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Figura 4. Curva de calibrado de ocratoxina, en un rango de concentraciones entre 12,0y 64,0 ug L.
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Tabla 3. Ecuaciones, parametros estadisticos y rango de trabajo, obtenidos para los modelos sig-

moideo y lineal, para la curva de calibrado de ocratoxina.

Ajuste Sigmoideo Lineal

Ecuaciones y = AT ACA) y=a+bx
(1 + exp ((x-x,)/dx))

R? 0,9993 0,9948

Error estandar de la estimacion 7730,296 2683,24

Rango de concentraciones de trabajo (ug L") 12,0a64,0 32,0a58,0

Limite de deteccién (ug L) 4.2 9,0

Limite de cuantificacion (ug L") 12,7 271

Predicciones de las mezclas de valida-
cién: como se menciond, con las matrices
de 150 x 13 del juego de calibracidonde
aflatoxina, ordenadas en orden creciente
de concentraciones, mas las matrices del
juego de validacion, se construy6 una hiper-
matriz D. Del mismo modo se procedid con
las matrices de calibracién de ocratoxina.

El nimero o6ptimo de componentes se
calcul6 utilizando SVD, que sugirié la exis-
tencia de dos factores significativos, lo que

coincide con la cantidad de componentes
en las mezclas de validacion. Para el célculo
de las estimaciones iniciales se aplicd el
método SIMPLISMA (25). Las restricciones
aplicadas fueron no negatividad en los per-
files de concentracion (espectros de excita-
cién) y en los espectros de emision, y uni-
modalidad de los perfiles de concentracion.

Luego de treinta y siete ciclos iterativos se
alcanzé el criterio deconvergencia seleccio-
nado (cambio relativo en el ajuste para itera-
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ciones sucesivas = 0,1 %). El valor de la falta
de ajuste fue de 5,78 y la variancia explicada
99,58 %. En la Fig. 5 se muestran los resulta-
dos obtenidos luego de aplicar MCR-ALS a
la matriz aumentada que contiene las matri-
ces de calibracion de aflatoxina y las tres
muestras de validacién por duplicado. En la
parte superior se observan los espectros de
excitacion cuyas areas fueron utilizadas para
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realizar las predicciones. En la parte inferior
se observan los espectros de emisiéon nor-
malizados de ambas micotoxinas.

En la Tabla 4 se detallan las concentra-
ciones de aflatoxina predichas para las
tres muestras de validacién y sus corres-
pondientes porcentajes de recuperacion al
aplicar los diferentes ajustes mencionados
anteriormente.

Figura 5. Grafico superior: perfiles de concentracion obtenidos al aplicar MCR-ALS a la matriz

aumentada que contiene las matrices de calibracién de aflatoxina (eje x: 0 a 1200) y las matrices de

las tres muestras de validacion por duplicado (eje x: 1200 a 1800). Grafico inferior: perfiles de emi-

sién normalizados de ambas micotoxinas. La I

discontinua a la aflatoxina.
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Tabla 4. Concentraciones de aflatoxina predichas para las tres muestras de validacion al aplicar los

dos modelos de ajustes y sus correspondientes porcentajes de recuperacion

Muestras

Ajuste Sigmoideo

Ajuste Lineal

Concentracién Nominal

Concentracién Predicha*

Concentracién Predicha*

(ugl") (ugl" % Recup.* (ugl") % Recup.*
1 24,0 239 =03 99,6 = 1,1 251 +£0,2 104,7 = 0,6
2 28,0 28,8 =05 103,0 = 1,7 29,5+ 0,6 105,0 = 1,7
3 32,0 30,0 =0,6 94,0 =17 329+09 102,6 = 2,6

* promedio de tres valores, con su correspondiente desviacion estandar.
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Posteriormente, se aplicd un test esta-
distico de comparaciéon de multiples mues-
tras (ANOVA) mediante el cual se analizaron
los resultados obtenidos para cada tipo de
ajuste, tomando como valor de referencia
la concentracion nominal. Se obtuvieron los
siguientes resultados: F=0,38 y p= 0,7689.
Dado que el valor de p es mayor de 0,05, no
existe diferencia estadisticamente significa-
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tiva entre las medias de los tres grupos de
valores de concentracién, con un nivel de
confianza del 95 %.

Para predecir la concentracién de ocra-
toxina en las muestras de validacion se pro-
cedi6 de la misma manera que para aflatox-
ina; los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentraciones de ocratoxina predichas para las tres muestras de validacion al aplicar

los dos modelos de ajustes y sus correspondientes porcentajes de recuperacion.

Muestras Ajuste Sigmoideo

Ajuste Lineal

Concentraciéon Nominal

Concentracion Predicha*

Concentracion Predicha*

(gl (gl

1 40,0 418=16
2 46,0 475+ 35
3 52,0 52226

% Recup.* (ugl") % Recup.*

104,4 = 4.3 425+12 106,3 = 3,2
103375 48,4 =20 104,6 = 41
98,3 = 16,2 51,2 = 3,1 98,3 = 11,1

* promedio de tres valores, con su correspondiente desviacion estandar.

Nuevamente se aplicoé un test estadistico
de comparacion de mdultiples muestras. El
andlisis de la varianza en este caso arrojé
valores de F = 0,3631 y p = 0,9866, los que
indican que no existen diferencias entre los
grupos de resultados, con un nivel de con-
fianza del 95 %.

Las concentraciones de aflatoxina y ocra-
toxina en las muestras de validacion obteni-
das aplicando los dos modelos de ajustes
arrojan resultados comparables, exactos y
precisos. Pero para el ajuste sigmoideo las
cifras de mérito son mejores, el rango de
concentraciones de trabajo es mayor (7,0
— 49,0 frente a 13,0 — 42,0 ug L' para afla-
toxina y 12,0 — 64,0 frente a 32,0 — 58,0ug
L' para ocratoxina), el limite de deteccion es

mucho mas bajo, siendo para aflatoxina 3,9
ug L' con ajuste sigmoideo y 8,7 ug L' con
ajuste lineal y para ocratoxina 4,2 ug L'y 9,0
ug L' respectivamente, lo mismo ocurre con
el limite de cuantificacion, por lo que este
ajuste es el mas conveniente.

5. Conclusiones

Los resultados obtenidos para aflato-
xina y ocratoxina en las muestras de vali-
dacion, son exactos y precisos, indepen-
dientemente del tipo de ajuste (sigmoideo
o lineal) que se aplique. A pesar de esto, el
ajuste sigmoideo que presenta limites de
deteccién y cuantificacion mucho menores,
y el rango de concentraciones de trabajo
es mayor tanto para aflatoxina como para
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ocratoxina, por lo que este ajuste presenta
mejores cifras de meérito, siendo el mas
conveniente al momento de predecir mues-
tras incognitas.

El limite de deteccion para aflatoxina es
de 3,9 ug L'y 4,2ug L' para ocratoxina.
Ambos son inferiores a los niveles de con-
centracion tolerados por los organismos de
control internacional que, segln el Regla-
mento de la FDA y de la Unién Europea, se
acepta de 30 a 50 ug/kg de aflatoxinas tota-
les en las raciones para ganado lechero y
de 5 ug/kg en la leche, y para ocratoxina A
de bug/kg en cereales y productos abase
de cereales.

Este nuevo método es muy sencillo y
econémico, y ademas las cifras de mérito y
resultados obtenidos son éptimas. Este tra-
bajo sera continuado aplicando el método
desarrollado a muestras reales como ali-
mento para ganado lechero y leche.
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