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Resumen

Titulo: Efecto de la radiacion UVC sobre la retencion y la bioaccesibilidad de la aflatoxina M1 en

leche bovina *

Autor: Jeniffer Juliana Gonzalez Vargas, Sergio Andrés Pinilla Velasquez **

Palabras Clave: Aflatoxinas, bioaccesibilidad, retencion, radiacién UV.

Descripcion:

La aflatoxina M1 (AFM1) es el metabolito hidroxilado principal de la aflatoxina B1, y es expulsada
por medio de la orina o de la leche (Rojo et al., 2014). Se ha demostrado que la aflatoxina M1 es
cancerigena, y es responsable de generar enfermedades agudas o cronicas, afectando
principalmente al higado (Giovati et al., 2015). La radiacion UV es un método fisico con la
capacidad de inactivar microorganismos y hongos, asi como de degradar aflatoxinas (Stanley et
al., 2020). En el presente estudio, se hizo la verificacion de un método analitico para la deteccion
y cuantificacion de aflatoxina M1 en leche empleando la técnica de HPLC-FLD. Despues de la
verificacion del método se obtuvo una linealidad de 0.9995, LOD y LOQ de 0.104 y 0.31 ug/L,
respectivamente, %RSD de 9.945%, %RSDri de 7.816% y exactitud de 70.47%. Por otro lado, se
implemento un tratamiento de degradacion via irradiacion con luz UVC, obteniéndose porcentajes
de reduccion de AFM1 del 43.70% y 20.76% para la leche entera UHT y la leche cruda,
respectivamente, demostrando asi la capacidad que tiene la luz UV de degradar ésta toxina. Por
ultimo, se evaluo la bioaccesibilidad de AFML1 en la leche irradiada aplicando una simulacion
gastrointestinal in vitro; sin embargo, esta no fue cuantificable, ya que no se observé la sefial
atribuida a esta toxina en la region cromatografica correspondiente al tiempo de retencion de
AFML1 en este estudio (4.68 min), asi como en el intervalo de 3.5 a 6 min. Esto sugiere que el
método analitico empleado podria no ser aplicable a matrices digestivas.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Arley René Villamizar Jaimes. Quimico, Msc. Codirector:
Luis Javier Lopez Giraldo. Dr. Quimica, Bioquimica y ciencia de alimentos.
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Abstract

Title: Effect of UVC radiation on the retention and bioaccessibility of aflatoxin M1 in bovine

milk*

Author: Jeniffer Juliana Gonzéalez Vargas, Sergio Andrés Pinilla Velasquez **

Key Words: Aflatoxins, bioaccessibility, retention, UV radiation

Description:

Aflatoxin M1 (AFM1) is the main hydroxylated metabolite of aflatoxin B1 and is excreted through
urine or milk (Rojo et al., 2014). Aflatoxin M1 has been shown to be carcinogenic and is
responsible for causing acute or chronic diseases, mainly affecting the liver (Giovati et al., 2015).
UV radiation is a physical method capable of inactivating microorganisms and fungi, as well as
degrading aflatoxins (Stanley et al., 2020). In the present study, an analytical method for the
detection and quantification of aflatoxin M1 in milk was verified using the HPLC-FLD technique.
After verification of the method, a linearity of 0.9995, LOD and LOQ of 0.104 and 0.31 ug/L,
respectively, %RSD of 9.945%, %RSDri of 7.816%, and accuracy of 70.47% were obtained. On
the other hand, a degradation treatment via UVC light irradiation was implemented, obtaining
AFM1 reduction percentages of 43.70% and 20.76% for UHT whole milk and raw milk,
respectively, thus demonstrating the ability of UV light to degrade this toxin. Finally, the
bioaccessibility of AFML1 in irradiated milk was evaluated by applying an in vitro gastrointestinal
simulation; however, this was not quantifiable, as the signal attributed to this toxin was not
observed in the chromatographic region corresponding to the retention time of AFM1 in this study
(4.68 min), nor in the interval from 3.5 to 6 min. This suggests that the analytical method used
may not be applicable to digestive matrices.

* Degree Work
™ Faculty of Science. School of Chemistry. Director: Arley René Villamizar Jaimes. Chemist, MSc. Codirector: Luis
Javier Lépez Giraldo. PhD in Chemistry, Biochemistry and Food Science.
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Introduccion

Las aflatoxinas (AFs) son metabolitos secundarios toxicos provenientes de especies
fangicas como el Aspergillus flavus y parasiticus, responsables de las aflatoxinas “B” y “G”,
siendo sus principales representantes la AFB1, AFB2, AFG1y AFG2 (Wu et al., 2009). La AFB1
se considera la aflatoxina méas toxica y abundante clasificada en el grupo 1 como compuesto
cancerigeno por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) (Dai et al.,
2017). Su ingesta mediante alimentos contaminados por especies animales genera su activacion y
transformacion en aflatoxina M1 (AFM1), uno de sus metabolitos hidroxilados mas conocidos
presente en secreciones animales (como la leche). Debido a su capacidad de causar enfermedades
hepaéticas crdnicas y dafios genéticos, la AFML1, al igual que la AFB1, esté catalogada en el grupo
1 como compuesto cancerigeno por la IARC (Giovati et al., 2015).

En Colombia, la industria lechera acopié méas de 3300 millones de litros de leche cruda en
el 2024; ademas, su consumo aumentd un 0.9% respecto al 2023 (CONtexto ganadero, 2025). La
produccion de leche para el cuarto trimestre del 2024 aument6 un 13.2% respecto al mismo periodo
en 2023, generando asi un crecimiento en la exportacion de productos lacteos en un 142% respecto
al 2023 (Asociacion Nacional de Productores de Leche, 2025).

Teniendo en cuenta el nivel de toxicidad de AFML1 en la leche y sus derivados, la
FAO/OMS (JECFA) y la Unién Europea (UE) establecieron limites de AFM1 de 0.5y 0.05 ug/L,
respectivamente (Min et al., 2021). En Colombia el Minsalud establecio el limite maximo
permitido para AFM1 mediante la Resolucion 4506 del 2013, el cual corresponde a 0,5 pg/kg
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013). En Boyac4, Colombia, Tarazona-Manrique et al.
(2021) encontraron niveles de AFM1 superiores a los permitidos por Minsalud en el 28.12% de

muestras de leche cruda analizadas. Un afio después, Tarazona-Manrique et al. (2022) hicieron un
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nuevo estudio en el mismo lugar, encontrando nuevamente niveles de AFM1 por encima del limite
méaximo permitido por Minsalud en el 35.15% de muestras de leche cruda, concluyendo que el
verano es la estacion del afio més critica para la contaminacion de la leche con la toxina.

La AFML1 tiene una gran estabilidad térmica, lo que hace que no se genere su degradacion en la
leche, incluso tras el proceso térmico industrial de ultrapasteurizacién (UHT), pero presenta
inestabilidad cuando interactda con la luz UV, principalmente con la luz UVC y UVA, debido a
la capacidad que poseen éstas para inactivar sustancias quimicas toxicas y microorganismos, asi
como de degradar aflatoxinas (Stanley et al., 2020). Este efecto se observa en varios estudios
realizados en leche, donde se ha logrado una degradacién minima de AFM1 del 50%, y una
degradacion maxima del 100% (Hassan & Hussein, 2017; Kurup et al., 2021; Nguyen et al.,
2022; Kluczkovski et al., 2023). Sin embargo, independientemente de la irradiacion con luz
UVC, la inestabilidad de la AFM1 en pH cercanos a 3 (Marchese et al., 2018) o similares a los
del estomago, podria ocasionar variaciones en su concentracion, provocando asi posibles
aumentos en la bioaccesibilidad de éesta, y a su vez, un riesgo mayor para la salud (Estévez &

Pefa , 2020)

En Colombia, no se ha realizado ningun estudio donde se evalte al mismo tiempo el efecto
de la luz UVC sobre la retencion de AFM1 en leche antes y después de su consumo, empleando
un modelo de digestion gastrointestinal in vitro. De esta manera, en el presente proyecto de
investigacion se evallo el efecto de la luz UVC sobre leche cruda y entera UHT, al igual que la
bioacceshilidad de esta toxina, empleando un modelo de digestion gastrointestinal in vitro. Este
estudio se realizé en el Grupo de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICTA)

de la Universidad Industrial de Santander.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general
Estudiar el efecto de la radiacion UVC sobre la retencién y la bioaccesibilidad de la

aflatoxina M1 presente en leche bovina.

1.2. Objetivos especificos

Verificar la técnica de cuantificacion de la aflatoxina M1 usando HPLC acoplado a
fluorescencia.

Evaluar la retencion de la aflatoxina M1 presente en leche UHT y cruda irradiada con luz
UVC.

Analizar la bioaccesibilidad de la aflatoxina M1 en la leche irradiada tras una digestion

gastrointestinal in vitro.
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2. Marco teorico

2.1. Laleche

La leche es un liquido producido y secretado por las glandulas mamarias de todas las
hembras pertenecientes a cualquier especie de mamiferos luego del nacimiento de sus crias que
posee una apariencia fisica opaca y de coloracion blanca, asi como un pH cercano a 7 (Alais, 1985).
Estd compuesta por lactosa, sales organicas e inorganicas, y otras sustancias contenidas en la
composicion de su suero en forma de particulas coloidales tales como proteinas de suero a nivel
molecular, caseinas (su proteina principal) distribuidas en grandes agregados coloidales, y lipidos
emulsionados en grandes globulos. La leche producida por vacas, ovejas y cabras es la mas
empleada para la dieta de los humanos, siendo la leche de vaca la mas producida e importante para
la alimentacion y distribucién, representando alrededor de un 85% de todos los tipos de leche (Fox,
2008). La composicion general de la leche de vaca para porciones de 100 gramos se ilustra en la
tabla 1.

La leche es propensa a la contaminacion con microorganismos haciendo que su
almacenamiento prolongado sea riesgoso, por lo que las personas han desarrollado productos
derivados con mayor estabilidad y de gran importancia nutricional; algunos de sus principales
derivados son: leche liquida (40%), queso (35%), leche en polvo (15%), leches concentradas (2%),
y productos lacteos fermentados (2%) (Fox, 2008). La produccion de derivados lacteos proviene
mayormente de la leche de vaca (Shahbandeh, 2023).

Tabla 1.

Composicién general de la leche.

Nutrientes Leche de vaca

Agua (9) 88
Energia (kcal) 61
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Proteina (g) 3.2
Grasa (g) 3.4
Lactosa (Q) 4.7
Minerales () 0.72

Nota. Adaptado de Agudelo y Bedoya (2005)

Las regiones que mas produjeron leche en el afio 2023 a nivel mundial fueron la Unién
Europea, Estados Unidos, India, China, Rusia y Brasil, con 143, 104.1, 99.5, 40.9, 32.3 y 24.5
millones de toneladas métricas, respectivamente, siendo la India el pais con mayor cantidad de
vacas lecheras en el mundo (59.5 millones). La exportacién de productos lacteos aumentd
considerablemente en el 2022, con ganancias cercanas a los 68 mil millones de délares, superando
los 39 mil millones de dolares reportados en el 2015, obteniendo asi un valor en el mercado de 893
mil millones de dolares en el 2022, con posibilidad de aumentar a los 1243 mil millones de délares
para el 2028 (Shahbandeh, 2023).

En el 2024 en Colombia, el PIB nacional aumenté 1.7%, donde el sector agropecuario
subio al 8.1%. La ganaderia en general crecio 5.6% en su PIB, y la produccion de leche crecié un
13.2% entre octubre y diciembre respecto a ese mismo periodo del afio 2023 (Asociacion Nacional
de Productores de Leche, 2025). De igual manera, en el 2024 la industria lechera acopiéo mas de
3300 millones de litros de leche cruda, donde el consumo de esta misma fue de 153 litros promedio
per capita, aumentando 0.9% respecto al afio 2023 (CONtexto ganadero, 2025). La exportacion de
productos lacteos en el 2024 crecio en un 142%, exportando alrededor de 12329 toneladas,
generando alrededor de 40 — 50 millones de dodlares (Asociacion Nacional de Productores de

Leche, 2025)
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2.2. Micotoxinas

Las micotoxinas son compuestos quimicos obtenidos del metabolismo secundario de los
hongos, siendo tdxicas para las personas y algunos animales al momento de su consumo (Steyn,
1995). Son producidas principalmente por especies de los géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Claviceps y Alternaria, contaminando alimentos como cereales, frutas y frutos secos,
semillas oleaginosas, especias y piensos, tal como se muestra en la tabla 2 (Ramos et al., 2020), y
sus estructuras quimicas varian considerablemente segun el tipo de micotoxina, presentandose
como anillos heterociclicos individuales de bajo peso molecular, o incluso como anillos de hasta
ocho miembros organizados de forma irregular con un peso molecular mayor a 500 Da (Pitt, 2000).
Tabla 2.

Especies de hongos productores de micotoxinas y sus potenciales alimentos a contaminar.

Micotoxina Especies productoras Alimentos a contaminar

Cereales y derivados
Aflatoxinas (AF)  Aspergillus seccion Flavi (A. flavus, A.  (principalmente maiz), frutos
B1,B2,Gly G2 parasiticus, A.nomius). secos y derivados, frutas
deshidratadas, especias

Aspergillus seccion Circumdati (A. Cereales y derivados
ochraceus, A. steynii A. westerdijkiae).  (principalmente trigo y arroz),
Aspergillus seccion Nigri (A. carbonarius). café, cacao, vino, frutas
Penicillium verrucosum, P. nordicum. deshidratadas, especies)

Ocratoxina A

Penicillium expansum. Byssochlamys nivea.

Patulina Aspergillus clavatus. Manzana, peray derivados
o Monascus purpureus, M. ruber. Penicillium Cereales y derivados
Citrinina e ..
verrucosum, P. citrinum. (principalmente arroz), frutas
Alcaloides Claviceps purpurea, C. fusiformis, C. Cereales y derivados

ergéticos africana. (principalmente centeno)
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Fumonisinas B1, B3 Fusarium seccién Liseola (F. Cereales y derivados
B2y B3 verticillioides, F. proliferatum, F. nygamai). (principalmente maiz)

Fusarium graminearum, F. culmorum, F.

Zearalenona . L
incarnatum, F. sporotrichioides

Todos los cereales y derivados

Fusarium graminearum, F. Culmorum, F.

Deoxinivalenol .
sporotrichioides.

Todos los cereales y derivados

Nota. Adaptado de Ramos et al. (2020).

Los alimentos pueden contaminarse mas facilmente con micotoxinas debido a sus mismas
composiciones, asi como por las condiciones del suelo o almacenamiento. La humedad excesiva
en los campos de siembra o superficie de almacenamiento, cambios agresivos de temperatura, la
falta de agua o sequia, cambios en los métodos empleados para la cosecha y la eliminacion de
insectos, y el contenido de humedad, son algunas de estas condiciones (Coulombe, 1993).

Efectos bioldgicos de tipo cancerigenos, mutagenicos, teratogénicos, estrogenicos,
hemorrégicos, inmunotdxicos, nefrotoxicos, hepatotoxicos, dermotdxicos, y neurotoxicos, pueden
presentarse en personas y animales al llevar una dieta diaria de alimentos contaminados con
micotoxinas (Steyn, 1995), afectando principalmente y de forma considerable al funcionamiento

del higado y rifién, pudiendo provocar la muerte (Pitt, 2000).

2.3. Aflatoxinas

Las aflatoxinas (AFs) se aislaron y caracterizaron por primera vez en el Reino Unido, en
la década de 1960, donde més de cien mil pavos de corral murieron al comer harina de mani
contaminada con moho (Klich, 2007); se consideran como las micotoxinas mas relevantes a nivel

mundial por su gran nivel de toxicidad en alimentos consumidos por personas y animales
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(Coppock et al., 2018), asi como por su impacto en la economia para el sector ganadero, agricola
y avicola (Igbal et al., 2018).

Son metabolitos secundarios producidos generalmente por el género Aspergillus, siendo el
A. flavus el que produce generalmente aflatoxinas B, mientras que el A. parasiticus produce
aflatoxinas B y G; las aflatoxinas mas comunes en los alimentos son la AFB1, AFB2, AFGl y
AFG2, asi como la AFM1y AFM2 presentes en la leche (Wu et al., 2009), donde la denominacién
“B” 0 “G” se relaciona con la coloracion azul (blue, in inglés) o verde (green, en inglés) generada
por las aflatoxinas al someterse a luz UV en placas de cromatografia de capa fina (TLC), y la
numeracion “1” y “2” corresponde a sus posiciones en la placa cromatografica de esta técnica
(Tahir et al., 2018).

La estructura quimica de las aflatoxinas consiste en la unién entre una cumarina, familia
de las benzopironas, una molécula de bifurano, y un anillo de pentanona para B o lactona para G
(Pereira & Bernal, 2018), como se ilustra en la figura 1.
Figura 1.

Estructuras quimicas de las aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1y M2.
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Aflatoxina Ml Aflatoxina M2

Nota. Adaptado de Tahir et al. (2018).

La aflatoxina B1 (AFB1) es considerada como la aflatoxina mas tdxica y abundante,
clasificada como compuesto cancerigeno del grupo | por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) (Dai et al., 2017). Diversos estudios han demostrado la capacidad
que tiene la AFB1 de actuar como agente principal para la aparicion del carcinoma hepatocelular
(CHC), déficit en la hormona de crecimiento, problemas en el sistema inmunol6gico y desnutricion
(Rushing & Selim, 2019). Como las moléculas de aflatoxina son lipofilicas (tienen afinidad por
los lipidos), y el higado es un 6rgano con comportamiento altamente lipofilico, al desplazarse por

medio de la sangre se conservan y concentran en los hepatocitos, causando diferentes
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enfermedades incluso hasta cancer al presentarse una exposicion constante (Campagnollo et al.,
2016).

Si el alimento consumido por vacas se encuentra contaminado con Aspergillus flavus o
parasiticus, se genera la activacion de AFB1 y su transformacién al reaccionar con enzimas
hepéticas del citocromo P450 (CYP1A2 para la transformacion, asi como CYP1A2 y CYP3A4
para la activacion), produciendo uno de sus metabolitos hidroxilados conocido como aflatoxina
M1 (AFM1), M de milk (leche, en inglés), el cual es expulsado por medio de la leche o la orina.
El rango de la conversion de AFM1 en leche respecto a la AFB1 consumida es de 0.32-6.2%, y el
valor promedio de conversion es del 1.81% (Rojo et al., 2014). Ambas poseen similitudes en sus
propiedades quimicas debido a que la AFM1 es el metabolito hidroxilado principal de la AFB1,
siendo asi, ligeramente solubles en agua, solubles Unicamente en solventes organicos polares,
estables térmicamente (> a 100 °C), e inestables a luz UV y pH > 9 o < 3; su estabilidad térmica
es la principal responsable de que no ocurra degradacion ni descontaminacion de éstas al momento
de fabricar alimentos, como en el caso de la pasteurizacion para la leche o sus derivados (Marchese
etal., 2018).

La AFM1, aproximadamente 10 veces menos cancerigena que la AFB1, es responsable de
generar enfermedades agudas o crénicas producidas generalmente por el consumo de leche o sus
derivados, motivo por el que fue clasificada inicialmente por la IARC como cancerigeno humano
en el grupo 2B, sin embargo estudios mas recientes generaron su reasignacion al grupo 1(Giovati
et al., 2015). Considerando el nivel de toxicidad de AFM1 en la leche y sus derivados, la
FAO/OMS (JECFA) y la Unién Europea (UE) establecieron limites de AFM1 de 0.5y 0.05 ug/L,

respectivamente (Min et al., 2021). En Colombia el Minsalud establecio el limite maximo
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permitido para AFM1 mediante la Resolucion 4506 del 2013, el cual corresponde a 0.5 pg/kg
(Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2013)

Se han realizado estudios con el objetivo de verificar el nivel de contaminacion de la leche
y sus derivados con AFM1. Tarazona-Manrique et al. (2021) trabajaron con 384 muestras de leche
cruda de tanques de enfriamiento tomadas de Boyaca, de las cuales 108 fueron positivas con
presencia de AFM1 (28.12%) con niveles de 0.5 - 2.0 ug/kg, los cuales fueron superiores a los
permitidos por Minsalud, la FAO/OMSy la UE. Un afio después, Tarazona-Manrique et al. (2022)
hicieron un nuevo estudio con otras 384 muestras recolectadas en el mismo lugar de su anterior
estudio, reportando en esta ocasion un total de 135 muestras positivas (35.15%) con niveles de 0.6
- 2.4 ug/kg, lo que significé un aumento en resultados positivos y contaminacion por AFM1, la
cual fue nuevamente superior a la contaminacién maxima establecida por Minsalud, la FAO/OMS
y la UE, siendo el verano la estacion del afio mas critica para contaminacién de AFML1 en el

departamento de Boyaca.

2.4. Verificacion del método analitico

Segun la 1SO 9000 del 2015, la verificacion del método analitico se define como una
“confirmacion” obtenida por medio de la aportacion de informacion objetiva que indique el
cumplimiento de requisitos o pardmetros especificos (ICONTEC, 2015). La selectividad,
linealidad, sensibilidad, precision y exactitud son algunos de los parametros a cumplir (Gonzélez,
2016).

La selectividad se puede definir como la capacidad del método para ser empleado en la
determinacion de analitos especificos en mezclas o matrices que no presentan interferencias por

parte de otros compuestos con comportamientos similares a los compuestos de interés.
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Generalmente se investiga con ensayos a muestras alteradas intencionalmente con interferencias
similares a posibles compuestos presentes en estas mismas

La linealidad es la capacidad que tiene el método de obtener una respuesta instrumental
directa o indirecta (por medio de arreglos matematicos) a la concentracion del analito de interés
contenido en una muestra dentro de un rango dado, existiendo una relacion lineal entre la
concentracion y la unidad de medicion (Cordero Figueroa, 2019). La confiabilidad de la linealidad
se puede evaluar mediante el coeficiente de correlacion (R?), donde valores para R? cercanos a 1
indican mayor linealidad de la curva (NUfiez, 2018).

La precision, en muestras homogéneas, puede definirse como la dispersion de los
resultados obtenidos en cada medicidn respecto a su valor promedio, y puede expresarse como la
desviacion estandar, porcentaje de la desviacion estandar relativa, o como el coeficiente de
variacion. La determinacién de la precision depende del andlisis a realizar, ya sea a un sistema o
método, y puede ser considerada como repetitiva, intermedia o reproducible (Valls, 2004).

La exactitud representa lo cerca que se encuentra un resultado individual a un valor referenciado,
y se estudia analizando efectos sistematicos y aleatorios correspondientes a dichos resultados, los
cuales pueden llevarse a cabo por medio de la veracidad, la precision, y recientemente por la
incertidumbre de medicion. La veracidad no puede medirse, pero es posible evaluarla mediante
una evaluacion cuantitativa conocida como “sesgo”, el cual puede obtenerse por medio de
estudios de recuperacion con muestras adicionales (Eurachem, 2016). Valores cercanos al 100%

pueden indicar un efecto insignificante de los posibles errores (Valls, 2004).

La sensibilidad se define como los cambios en la respuesta del instrumento correspondiente a
variaciones en la magnitud de medida (Eurachem, 2016). En el caso de una regresion lineal, se

representa (en magnitud) mediante la pendiente de la ecuacion de la recta en la curva de
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calibracién (Moreno, 2018). Los limites de deteccion (cualitativo) y cuantificacion (cuantitativo)
son las concentraciones mas bajas de analito presente en la muestra, que pueden detectarse o
cuantificarse, respectivamente, y cumplen con las condiciones experimentales establecidas, asi
como con una precision y exactitud adecuada (Moreno, 2018). Shrivastava y Gupta (2011)
proponen expresiones matematicas para el célculo de estos limites, donde el valor de la
pendiente (m) y la desviacién estandar de la respuesta del equipo (Sy) son datos importantes para

estos calculos.

2.5. Analisis de AFML1 en leche

La cuantificacion y deteccion de AFML1 en leche puede realizarse mediante diferentes
métodos quimicos, al igual que su extraccién y purificacion. Los métodos cromatograficos
correspondientes a capa fina (TLC) y liquida de alta resolucion (HPLC), al igual que el ensayo de
inmunoabsorcion conocido como ELISA, son métodos ideales al momento de estudiar cualquier
tipo de aflatoxina, debido a su rapidez y sencillez (Quevedo, 2014). La extraccion y purificacién
de aflatoxinas se realiza generalmente con columnas de inmunoafinidad; sin embargo, se ha venido
aplicando un método rentable y asequible conocido como método QUEChERS (Vaz et al., 2020).

El método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, y Safe, en inglés) permite
la extraccion simple y directa que conlleva a una particién inicial, seguida por la limpieza del
extracto a traves de una extraccion dispersiva de fase sélida (d-SPE), basandose principalmente en
el uso de sales extractoras para matrices complejas, las cuales se dispersan por estas matrices para
causar un efecto de salinizacion, permitiendo aislar al o a los analitos de interés, asi como la
limpieza/purificacion de estos mismos (Perestrelo et al., 2019). Fue desarrollado la primera vez

por Anastassiades et al. (2003), siendo considerado inicialmente como alternativa para
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determinacion de pesticidas en frutas y verduras, demostrando una considerable versatilidad en los
ualtimos afios, al utilizarse en otros tipos de matrices y analitos con una gran capacidad de
extraccion y purificacion (Santana-Mayor et al., 2019), demostrando un porcentaje de
recuperacion de analito y rendimiento analitico mayor comparado con los métodos convencionales
(Perestrelo et al., 2019).

El método QUEChERS original consiste en emplear acetonitrilo como solvente de
extraccion, sulfato de magnesio con cloruro de sodio como sales de particion, y PSA (Primary
Secondary Amine) con sulfato de magnesio como agentes de limpieza, agitando manualmente
luego de la adicion de cada grupo de sales, pero se han realizado modificaciones tanto en los
reactivos empleados como en la agitacion debido a su versatilidad para diferentes matrices, tal cual
como se observa en la figura 2.

Figura 2.

Metodologia QUEChERS y sus modificaciones.



EFECTO DE LA LUZ UVC SOBRE LA RETENCION DE AFM1 EN LECHE 25

Métodos oficiales Sales 4 FtlamPé“ M-QUEChERS
* CEN 15662 _ dep ) (3.1 % CEN 15662)
1g SCTD, 0.5 g SCDS (tampén de citrato) *Tampon de citrato (capacidad de
49 MgSOq4, 1 g NaCl amortiguamiento bajo) d-SPE: 75 mg MgSOy,,
d-SPE: 150 mg MgSQ, 25 mg PSA *Tampon de acetato (capacidad 12.5mg PSA,12.5 mg C1s
*¥AOAC 2007.01 de amortiguamiento alto)
1.5 g NaAc,(tamp6n de acetato), 6 MgSO4
d-SPE: 150 mg MgSO4, 50 mg PSA Sales de particion
*CH;COONa o
*NH4CHCO; Miniaturizacién
*NaHCO3 *Reduccion de muestras , salesy
*Diferentes combinaciones *sol\{er:ltes
QUEChERS Original >~ NaCl and MgSOx Quimica verde A
Solvente Agitacién j . Limpieza Objetivos
MeCN manual Cis *Quitina )
*Aldmina *Quitosan ;'””emlfma'e' numero Rendimiento del método
*Z-sep =0 e anaitos *Mayor sensibilidad
L — - _ *Otros * Ly
z‘a;;sodg Rja:cl;?an-l) *Diferentes combinaciones S S IS *Menor LOD y LOQ
4 :
\L 6D Sulventes Anélisis cromatografico {}
N *GC,LC A
Limpieza Cloroformo . ! Ventajas
Detecci6n por PDA,FLR,MS .
25 mg de PSA ETAC : . p *Diferentes campos de andlisis
150 mg MgSOs ( tros solventes organicos *Metodologia flexible
e . . *Alternativa barata y fiable
Objetivos Modo de agitacién QuECHhERS automatizado
22Pesticidas > Vértex en linea
Ultrasonido

Mejoras relevantes en el protocolo QUEChERS . Abreviaturas: d-SPE-extraccion en fase sélida dispersiva,EtAc- acetato de etilo, FLR-detector de
fluorescencia, GC-cromatografia de gases, LC-cromatografia liquida, LOD-limite de deteccion, LOQ-limite de cuantificacion, MeCN-acetonitrilo,
MeOH-metanol, MS-espectrometria de masas, PDA-detector de matriz de fotoiodos,PSA-amina secundaria, SCDS-citrato de sofdio dibasico
sesquihidratado, SCTD-citrato de sodio tribasico dihidratado, Z-Sep-sorbentes a base de diéxido de circonio .

Nota. Adaptado de Perestrelo et al., 2019.

Se han realizado estudios para el andlisis de AFML1 en leche bovina aplicando el método
QUEChERS con sus diferentes modificaciones (figura 2), donde algunos autores suelen omitir el
proceso de limpieza en la extraccion y purificacion de esta toxina (mientras que otros lo
conservan), pero manteniendo en su mayoria los procesos de extraccion y particion, obteniendo
aun asi buenos resultados, tal cual como se observa en la tabla 3. Karaseva et al. (2014), Gongalves
et al. (2018), Marimon Sibaja et al. (2019), Hassouna et al. (2023) y Morais et al. (2024) trabajaron
usando la técnica HPLC-FLD para el anlisis de AFM1 y el método QUEChERS para la extraccion
y purificacion de esta misma; por otro lado, Gongalves et al. (2017) emplearon la técnica de
UHPLC-FLD para el analisis de AFM1, empleando de igual manera el método QUEChERS para

la extraccion y purificacion de la toxina.
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Tabla 3.

Antecedentes de extraccion y purificacion de AFM1 en leche mediante el método QUEChERS con

sus diferentes modificaciones.

Karaseva et al. (2014) Extraccion: agua y acetonitrilo.

Sales de particion: cloruro de sodio, citrato de sodio
tribésico dihidratado y citrato de sodio 1.5 hidrato.

Limpieza: sulfato de sodio, PSA 'y C18.

Agitacion: manual

Goncalves et al. (2018) Extraccion: hexano y acetonitrilo acidificado (1% acido
aceético).

Sales de particion: sulfato de magnesio y cloruro de
sodio.

Agitacion: vortex

Hassouna et al. (2023) Extraccion: hexano, agua desionizada y acetonitrilo.

Sales de particion: sulfato de magnesio, cloruro de sodio,
DSHCSH y TSCDH.

Agitacion: vortex
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Morais et al. (2024) Extraccion: acetonitrilo acidificado (1% acido acético).

Sales de particion: sulfato de magnesio y cloruro de
sodio.

Limpieza: sulfato de magnesio y Celite®

Agitacion: vortex

Karaseva et al. (2014) emplearon leche y productos lacteos, reportando valores para el
limite de cuantificacion de 0.01 ug/kg, %RDS menor al 6%, y recuperaciones entre el 50 — 70%
para muestras dopadas a 0.3 ug/kg.

Goncalves et al. (2017)usaron leche bovina fresca en la regién de Santa Catarina en Brasil,
donde el 40.4% de las muestras analizadas arrojaron una contaminacion mayor al limite maximo
permitido por Brasil (0.5 ug/L), con recuperaciones del 60% para leches dopadas a 0.3 ug/L, y
limites de deteccidn y cuantificacion de 0.09 y 0.25, respectivamente.

Gongcalves et al. (2018) evaluaron la leche entera, desnatada, semidesnatada y en polvo en
la ciudad de Assomoda en la Isla de Cabo Verde y el sur de Brasil, obteniendo un LOD de 13 ng/L,
un LOQ de 40 ng/L y una correlacion lineal de 0.96 para éstas matrices, ademéas de una
recuperacion entre 100 - 105% para la leche liquida, evidenciando asi que el tipo de matriz
empleada para el analisis de AFML1 en leche puede afectar la cuantificacion de esta aflatoxina, por
lo que se recomienda emplear la respectiva curva de calibracion correspondiente a cada matriz.

Marimon et al. (2019) analizaron 51 muestras de leche en polvo obtenidas en la region
Caribe de Colombia, reportando niveles de contaminacién en el 100% de las muestras (0.20 - 1.19
ug/kg), porcentajes de recuperacion del 97 — 110%, y %RDS menores al 15%, donde el 55% de

las muestras superd el maximo nivel permitido por Minsalud, la FAO/OMS y la UE.
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Hassouna et al. (2023) recogieron muestras de leche bovina cruda en las regiones de Beja
y Mahdia en Tlnez, evidenciando la presencia de la toxina en el 97% de las muestras, donde
algunas de éstas se encontraban por encima del limite méximo permitido por la UE y la FDA,
obteniendo recuperaciones del 97 — 103 %, y un LOD y LOQ de 0.003 y 0.01 ug/L,
respectivamente.

Por altimo, Morais et al. (2024) trabajaron en un método para determinar diferentes toxinas
en leche desnatada en la ciudad de Medianeira (Parand) en Brasil, reportando para la AFM1, una
correlacion lineal de 0.998, una recuperacion del 101%, una precision entre 4.44 - 7.34%, vy el

LOD y LOQ de 0.0022 y 0.007 ug/kg, respectivamente.

2.6. Radiacién UV en leche

La radiacion con luz UV se considera un método fisico con la capacidad de inactivar
sustancias quimicas tdéxicas y microorganismos mediante la fotdlisis y dafio del ADN,
respectivamente, siendo asi una tecnologia no térmica que permite la degradacion de aflatoxinas
(Stanley et al., 2020). La luz UV en el espectro electromagnético se ubica en la region no ionizante
a un rango de 100 - 400 nm vy se divide en tres categorias: Regién UV de onda corta (UVC) (1)
que va de 100 - 280 nm, ideal para inactivacion de microorganismos, bacterias, virus y hongos,
regién UV de onda media (UVB) (2) correspondiente a 280 - 315 nm, y region UV de onda larga
(UVA) (3) con longitud de onda de 315 - 400 nm (Nguyen et al., 2022). La concentracién obtenida
luego de realizar una irradiaciéon con luz UVC se conoce como retencion, que corresponde a la
concentracion retenida (o disponible) de un compuesto presente en una matriz alimentaria tras
someterse a cualquier proceso de transformacion o tratamiento (Granados Hernandez, 2020), tal

cual como se ilustra en la figura 3.
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Hassan & Hussein (2017), Kurup et al. (2021), Nguyen et al. (2022) y Kluczkovski et al.
(2023) trabajaron con luz UV, pero empleando diferentes parametros los cuales pueden verse en
la tabla 4.
Tabla 4.

Antecedentes de radiacion UV a la leche con parametros diferentes.

AUTORES CONDICIONES

Hassan & Hussein (2017) Longitud de onda: 365 nm. Cantidad muestra: 25 y 50
mL. Matriz: leche. Distancia fuente UV: 30, 60 y 90 cm.
Tiempos: 15y 30 min.

Kurup et al. (2021) Longitud de onda: 365 nm. Cantidad muestra: 5 mL.
Matriz: leche. Tiempos: hasta 6.4 min.

Nguyen et al. (2022) Longitud de onda: 254 nm. Cantidad muestra: 3, 5y 10
mL. Matriz: leche descremada. Profundidad: 3, 4 y 6 mm.
Tiempos: 5, 10, 15y 20 min.

Kluczkovski et al. (2023) Longitud de onda: 365 nm. Cantidad muestra: 50 mL.
Matriz: leche. Profundidad: 5 mm. Tiempos: 3, 6 y 9 min.

Hassan & Hussein (2017) emplearon UVA en leche, obteniendo disminucion de AFM1 en
un 100% para muestras con distancias de 60 y 90 cm entre la lampara UV y éstas mismas, y
tiempos de exposicion de 15y 30 minutos, evidenciando que no es de gran relevancia la cantidad
de muestra a irradiar, asi como la importancia de la distancia entre la fuente de luz UV vy las
muestras, donde a mayor distancia entre éstas mayor es el efecto de la radiacién UV, generando
una mayor disminucién de AFML.

Kurup et al. (2021) emplearon luz UVA para reducir la AFM1 presente en leche obtenida
en Nashville, Tennessee, reportando reducciones de hasta 65.7 + 1.65% para el tiempo de 6.4

minutos.
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Nguyen et al. (2022) trabajaron con luz UVC para la reduccién de AFML1 en leche
descremada, consiguiendo una disminucion de hasta 60% para AFM1 a una profundidad de
muestra de 3 mm, y tiempo de incidencia de 20 minutos, sin importar la concentracion de la toxina
en la muestra, mostrando la importancia de la profundidad de las muestras y la longitud de onda,
donde a mas profundidad y una longitud de onda dentro del rango de UVC (200 - 280 nm) la
disminucion de AFM1 es mayor.

Finalmente, Kluczkovski et al. (2023) trabajaron con luz UVA para leche producida en el
estado del Amazonas en Brasil, logrando una reduccion del 75.5%, 97.3% y 94.1% de AFM1 a los
3, 6 y 9 minutos, respectivamente.

Figura 3.

Estado inicial, retencién y bioaccesibilidad.
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2.7. Bioaccesibilidad

La bioaccesibilidad de las aflatoxinas puede definirse como la fraccion de toxina ingerida
que se libera de la matriz alimentaria en el tracto gastrointestinal, quedando asi disponible para su
posterior absorcion intestinal (Panwar et al., 2019). Los métodos de bioaccesibilidad in vitro
ofrecen informacion relevante sobre el comportamiento entre nutrientes y componentes presentes
en un alimento, el efecto del pH y las enzimas, la manipulacién y procesamiento de alimentos
respecto al potencial de absorcién de un nutriente (Thakur et al., 2020). La bioaccesibilidad de los
alimentos puede determinarse normalmente empleando métodos de simulacién de digestion
gastrointestinal in vitro (Yaman et al., 2021). La digestion gastrointestinal in vitro se considera Util
al momento de estimar eventos preabsortivos como la estabilidad o bioaccesibilidad de
nutrientes/fitonutrientes de diversas matrices alimentarias (Thakur et al., 2020), pero no reemplaza
una simulacion completa del proceso en estudios in vivo (Yaman et al., 2021).

Minekus et al. (2014) propusieron un método de digestion estatica general, basado en
condiciones fisioldgicas relevantes, a las que se les pueda aplicar diversos criterios de valoracion
que puedan ser modificados y adaptados a requisitos especificos adicionales. Para alimentos en
estado solido y liquido proponen una metodologia para la parte oral, asi como para la géstrica y la
intestinal, empleando soluciones electroliticas estandar para la simulacion de fluidos gastricos e
intestinales durante el estudio. Para la fase oral in vitro proponen un tiempo recomendado para la
interaccion entre el alimento liquido y la enzima de 2 minutos a 37 °C, asi como 5 mL de muestra
liquida. Para la fase gastrica in vitro proponen un tiempo aproximado de 2 horas, una temperatura
de 37 °C y un pH=3, y el volumen obtenido de la fase oral. Para la fase intestinal in vitro proponen
el mismo tiempo y temperatura, pero a un pH=7, y el volumen de muestra liquida corresponde al

obtenido en la fase gastrica.
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Kabak & Ozbey (2012) realizaron la primera simulacion gastrointestinal in vitro para
AFML1 en leche, empleando muestras de leche ultra pasteurizada enriquecidas y contaminadas
naturalmente con AFM1 recuperadas en Turquia, obteniendo una bioaccesibilidad del 80.5 y
83.8% para las muestras enriquecidas, y un 81.7 y 86.3% para las muestras contaminadas
naturalmente, representando asi una alta bioaccesibilidad por parte de la AFM1, y una leve
diferencia de estos resultados entre leche enriquecida y leche contaminada naturalmente, siendo
esta Ultima la mas bioaccesible. Es importante mencionar que el estudio mencionado anteriormente
se realizo sin tener en cuenta el intestino grueso, debido a que las aflatoxinas son absorbidas
principalmente por el intestino delgado (Kabak & Ozbey, 2012).

Un afio més tarde, Serrano-Nifio et al. (2013) evaluaron leche dopada con AFM1, con y sin
cepas probidticas por medio de un modelo digestivo in vitro con el fin de reducir la
bioaccesibilidad de la AFM1, reportando resultados de bioaccesibilidad de 54.83% y 100% para
la leche con y sin cepas probioticas, respectivamente.

Por ultimo, Sevim et al. (2024) trabajaron con leche en polvo dopada con AFM1, con y sin
agentes biologicos por medio de una simulacion gastrointestinal in vitro con el fin de mitigar la
bioaccesibilidad de la AFM1, obteniendo valores de bioaccesibilidad de 29.30 £ 2.29% y 90.35 +

1.15% para la leche en polvo con y sin agentes bioldgicos, respectivamente.

3. Metodologia

Las muestras de leche que se analizaron en este estudio eran de tipo entera ultrapasteurizada
(UHT) y cruda comercializadas en el departamento de Santander, y se dividieron en diferentes

grupos de muestras, las cuales se doparon usando una solucion estandar certificada de AFM1
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(HPLC-AFM1-2 de MICOTOX LTDA) de concentracion conocida. Para la verificacion del
método analitico se utilizo la leche entera UHT con el grupo MLE-1. Para el efecto de luz UVC
se trabajo con la leche entera UHT y cruda con los grupos MLE-2 y MLC-2, respectivamente,
dejando dos subgrupos de muestras (MLE-2C y MLC-2C) a las cuales no se les aplico luz UVC,
para asi poder ver los cambios en la concentracion de AFM1 antes y después de la irradiacion. Por
ultimo, para la bioaccesibilidad se trabajo con la leche entera UHT y cruda con los grupos MLE-
3y MLC-3, respectivamente, dejando dos subgrupos de muestras (MLE-3C y MLC-3C) a las que
solo se les aplicd luz UVC, con el objetivo de poder comparar los cambios en la concentracion de
AFML1 entre éstas y el grupo que fue sometido a la bioaccesibilidad. Todos los subgrupos se

utilizaron como muestras control.

3.1. Verificacion del método analitico

La verificacion del método analitico para el anélisis de AFML1 en leche mediante HPLC-
FLD se realiz6 determinando los pardmetros de linealidad, selectividad, precision, exactitud, y
sensibilidad, con el fin de obtener resultados de confianza para el método trabajado segin las
condiciones, equipo y materiales del laboratorio. Las mediciones para cada parametro se hicieron
por triplicado.

La linealidad de las lecturas se verifico con el valor del coeficiente de correlacion (R?)
mediante la proporcionalidad de la concentracion conocida de las soluciones patron y la lectura de
ellas por parte del equipo. Para esto, a partir de una solucion estandar certificada de AFM1 (HPLC-
AFM1-2 de MICOTOX LTDA) con concentracion conocida se preparé una serie de 6 disoluciones
patron con concentraciones de 0. 31, 0.63, 1.25, 2.50, 5.00 y 10.00 pg/L de AFM1. Con los datos

obtenidos se reemplazo la ecuacion 1, donde “y” es la respuesta instrumental, “b” es la respuesta
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analitica de blanco, “m” es la sensibilidad y “x” es la concentracion del analito (Valls, 2004).
También se obtuvo el R? para la AFM1, donde solo se aceptan valores de R? cercanos a 1 (Nufiez,
2018).

y=mx+b (D

La selectividad se determiné a partir de la comparacion entre los tiempos de retencién de
las sefiales registradas por muestras del grupo MLE-1 y la solucién estandar certificada de AFM1
(HPLC-AFM1-2 de MICOTOX LTDA), midiendo previamente la sefial del blanco con la
intencion de obtener la correcta lectura del equipo, sin interferencias por parte de los reactivos
empleados.

La precision de las lecturas proporcionadas por el equipo se obtuvo evaluando la
concordancia entre los resultados de diferentes ensayos que tenian las mismas condiciones de
ensayo a ensayo. Para este caso, se usaron muestras del grupo MLE-1 dopadas con concentraciones
de 2.5 ug/L de AFM1, evaluando la repetibilidad y repetibilidad intermedia en las lecturas
obtenidas para un mismo dia y en diferentes dias, respectivamente. Los resultados obtenidos se
analizaron por medio de una analisis de varianza, determinando los porcentajes de las desviaciones
estandar de la repetibilidad y repetibilidad intermedia, %RSDr y %RSDri, respectivamente, donde
solamente se aceptaron valores menores a 22% (Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2013).

La exactitud del método se estimo teniendo en cuenta el porcentaje de recuperacion de
AFM1, empleando dos muestras del grupo MLE-1, una dopada con concentracion 2.5 ug/L de
AFML1 y una sin dopar. El porcentaje de recuperacion se calculé mediante la ecuacion 2 (Jurado,
2008), donde la concentracion observada corresponde a la de la muestra del grupo MLE-1,

concentracion inicial corresponde a la de la leche sin enriquecer, y la concentracion afiadida es la
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concentracion con la que se enriquecio la muestra del grupo MLE-1. Es ideal obtener porcentajes
de recuperacion cercanos al 100%, ya que esto puede indicar un efecto insignificante de los
posibles errores (Valls, 2004); sin embargo, se estiman recuperaciones entre el 70 — 110%, las

cuales son aceptables para valores de enriquecimiento entre 1 — 10 ug/L (NUfiez, 2018).

concentracion observada — concentracion inicial
R(%) = ———— x 100% (2)
concentracion anadida

La sensibilidad se defini6 a partir de la regresion lineal de las curvas de calibracion para
calcular el LOD y LOQ aplicando las ecuaciones 3y 4, utilizando los valores de pendientes (m)

y desviacion estandar de la respuesta del equipo (Sy).

LOD = 33x2 (3
m

— sy
LOQ = 10x2 (4

3.2. Andlisis de AFM1
3.2.1. Extraccién y determinacién

Para la extraccion y determinacion de AFM1 presente en leche se empled el método
propuesto por Goncalves et al. (2018), el cual consiste en una extraccion tipo QUEChERS
modificado, seguida de la determinacion de AFM1 mediante la técnica HPLC-FLD.

Se agregaron 5 mL de leche, 10 mL de hexano y 15 mL de acetonitrilo:acido acético (99:1
v/v) a un tubo falcon de 50 mL, el cual se agit6 en un vortex a maxima velocidad durante 30
segundos. Seguidamente, se afiadieron al tubo 6 g de MgSOa4 y 1.5 g de NaCl para producir una
separacion de fases, y se llevo a vortex nuevamente por 1 minuto. Luego, se centrifugd a 3000 rpm

durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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Se removio la fase orgénica que contenia hexano, y se tomd una alicuota de 5 mL de la
fase que contenia acetonitrilo y se llevo a sequedad completa empleando corriente de nitrogeno a
45°C. El residuo obtenido se disolvio en 1 mL de la fase movil, se centrifugoé a 9000 rpm, y se

guardo hasta el momento de su analisis en el equipo de HPLC-FLD.

3.2.2. Analisis por HPLC.

El analisis cromatografico se realiz6 por medio de un equipo ultimate 3000 de Thermo
Scientific HPLC con detector de fluorescencia Dionex Ultimate 3000 RS Fluorescence Detector,
y una columna C-18 Teknokroma mediterranea seal8 5um TR-010006. La fase maévil fue agua
tipo HPLC-acetonitrilo-metanol (60:25:15) a flujo de 1 mL/min, la temperatura de columna de
40°C, el volumen de inyeccion de 20 uL, y la longitud de onda de excitacion y emision de 370 nm

y 410 nm, respectivamente.

3.3. Efecto de luz UVC sobre la AFM1 en leche

Para el estudio del efecto de la luz UVC sobre la AFM1 en leche se trabajo con la
metodologia planteada por Nguyen et al. (2022) con algunas variaciones, donde se aplico luz UVC
a las muestras del grupo MLE-2 y MLC-2 que fueron cuantificadas, para asi medir la retencion de
AFML1 en éstas. La fuente de luz UVC que se utilizo para este estudio fue la de Spectroline®
MODEL ENF - 260C de 115V, 60 Hz y 0.20 A.

Se utilizaron cajas de petri para disponer muestras con una profundidad de 4 mm, las cuales
fueron irradiadas por luz UVC a 254 nm, donde la distancia m&xima entre las cajas de petri y la
fuente de luz UV fue de 20 cm. Se encendid la fuente de luz UV por 2 minutos previamente a la

exposicion. Una vez calentada la fuente, las muestras se irradiaron durante 1 hora.
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Por altimo, se determind la AFML1 en las muestras irradiadas, siguiendo el método de
extraccion y determinacion de AFM1 descrito en la seccion 3.2.1, asi como el anélisis por HPLC
explicado en la seccion 3.2.2. Para el anélisis de AFM1 en las muestras MLE-2C y MLC-2C se

siguid el mismo procedimiento.

3.4. Bioaccesibilidad.

Se implement6 un método de digestion gastrointestinal in vitro, con el fin de verificar que
persistan los cambios generados en la concentracion de la AFML tras aplicar irradiacion con luz
UVC durante el proceso de ingesta. Este método consto de tres fases importantes: fase oral, fase
gastrica y fase intestinal (Minekus et al., 2014). Teniendo en cuenta lo anterior, se realiz6 el método
de digestion gastrointestinal in vitro mediante la metodologia propuesta por Minekus et al. (2014)
para las muestras de leche MLE-3 y MLC-3 dopadas con AFM1 después de la exposicion a luz
UVC.

Tabla 5.
Composicién de las soluciones electroliticas estandar empleadas para la digestion

gastrointestinal.

Concentracion mM Concentracion mM Concentracion mM en

Regct_ivos en solucion de fluido  en solucion de fluido solucion de fluido
quimicos oral (SFO), pH 7 gastrico (SFG), pH3 intestinal (SFI), pH 7
KCI (0.5 M) 15.1 6.9 6.8
KHZF:\%“ 05 37 0.9 0.8
NaHCOs (1 M) 13.6 25 85
NaCl (2 M) - 472 38.4

MgCl2(H20)s 0.15 0.1 0.33
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(0.15 M)
(NH4)2C03 (0.5 ;
M) 0.06 05
NaOH (1 M) - - -
HCI (6 M) 1.1 15.6 8.4

Nota. Adaptado de Minekus et al. (2014).

3.4.1. Preparacion de las soluciones electroliticas estdndar

Las soluciones electroliticas estandar utilizadas para simular los fluidos gastricos e
intestinales durante la digestion gastrointestinal in vitro se prepararon de acuerdo con los valores
de la tabla 5. Para regular el pH de las soluciones estandar preparadas en las digestiones se dispuso

de NaOH1 My HCI1 M.

3.4.2. Digestion oral in vitro

La fase oral duré alrededor de 2 minutos a una temperatura de 37 °C. Se tomaron 2.5 mL
de una muestra MLE-3 0 MLC-3 y se mezclaron con 1.75 mL de SFO, se adicion6 0.25 mL de
solucién de a-amilasa salival de 1500 U/mL (la a-amilasa salival se disolvio en SFO y no con

agua), 12.5 pL de CaCl2 0.3 M y 487.5 pL de agua.

3.4.3. Digestion gastrica in vitro

La fase gastrica duré alrededor de 2 horas a una temperatura de 37 °C a pH 3. Se tomé el
bolo oral de la fase anterior y se mezcl6 con 3.75 mL de SFG, se adicion6 0.8 mL de solucion de
pepsina porcina de 25000 U/mL (la pepsina se disolvio en SFG y no con agua), 2.5 pL de CaClz

0.3 M, 0.1 mL de HCI 1 M para llevar al pH deseado y 0.3475 mL de agua.
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3.4.4. Digestion intestinal in vitro

La fase intestinal dur6 alrededor de 2 horas a una temperatura de 37 °C a pH 7. Se mezcld
el quimo gastrico obtenido de la fase anterior con 5.5 mL de SFI, se adicioné 2.5 mL de solucion
de pancreatina de 800 U/mL (la pancreatina se disolvio en SFI y no con agua), 1.25 mL de bilis
fresca, 20 pL de CaCl2 0.3 M, 75 pL de NaOH 1 M para llevar al pH deseado y 655 L de agua.
Por altimo, se centrifugd y filtro la matriz digestiva obtenida, separando asi la fraccion no soluble
(Pellet) de la fraccion bioaccesible (sobrenadante).

Se cuantificé la concentracion de AFM1 en la fraccion bioaccesible de las muestras MLE-
3y MLC-3 tras la digestion gastrointestinal in vitro, al igual que las muestras MLE-3C y MLC-
3C, siguiendo el método de extraccion y determinacion de AFM1 descrito en la seccién 3.2.1, asi
como el analisis por HPLC explicado en la seccion 3.2.2. Este analisis se realizé con el objetivo
de obtener los resultados para el porcentaje de la bioaccesibilidad de las muestras MLE-3 y MLC-

3 empleando la ecuacion 5.

[AFM1 DGI]

% bioaccesibilidad = m

100  (5)

3.4.5. Recuperacion de la forma detectable de las aflatoxinas

Se determino la recuperacion de la AFM1 en las muestras MLE-3 y MLC-3 después de
aplicar el método de digestion gastrointestinal in vitro usando la ecuacion 6, con el fin de verificar
si persisten los cambios en la concentracion de AFML1 vista luego de realizar el estudio con luz

UVC.

[AFM1 digestion]|—[AFM1 tratamiento UV ]
[AFM1 control]

% Recuperacion = * 100 (6)
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3.5. Tratamiento de datos

Se aplico un analisis estadistico tipo ANOVA de un factor para analizar las variaciones de
concentracion de AFML1 en las curvas de calibracion realizadas, con el fin de verificar valores
cercanos entre ellas y poder trabajar con el promedio obtenido. Posteriormente, se aplic6 como
criterio la t-Student entre los grupos de muestras MLE-2 y MLC-2 con los subgrupos MLE-2C y
MLC-2C, para de esta manera observar diferencias significativas en las concentraciones de AFM1

en cada leche, probando la efectividad del estudio que se realizara.

4. Resultados y discusion

4.1. Verificacion del método analitico

Se verifico el método analitico desarrollado en este trabajo (Gongalves et al., 2018) usando los
parametros de selectividad, linealidad, limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ),
precision y exactitud, confirmando asi la capacidad que tiene éste método para ser reproducible

(Eurachem, 2016).

La selectividad se evalué comparando los tiempos de retencion de elucion de la aflatoxina
M1, tomando como referencia la solucién estandar certificada de AFM1 (HPLC-AFM1-2 de
MICOTOX LTDA), las muestras del grupo ML-1, y un pseudo blanco de leche (Maggira et al.,
2021). De igual manera, se tomo en consideracion el porcentaje de recuperacion obtenido, el cual
fue superior al 70%, indicando asi que la selectividad del método fue buena (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2013). En la figura 4 se muestran los cromatogramas de cada
sustancia analizada, observando que los tiempos de retencion de las sefiales correspondientes a la

elucion de AFM1 coinciden para la solucién estandar (10 ug/L) y la muestra de leche dopada (2.5
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ug/L), siendo este un valor alrededor de los 4.86 minutos, atribuyéndole asi esta sefial a la AFM1.
Por otro lado, en el pseudo blanco no se observaron sefiales atribuibles a la toxina ni interferencias
derivadas de compuestos end6genos.

Figura 4.

Cromatogramas de la solucion estandar certificada de AFM1 (SEC), muestra del grupo ML-1y

pseudo blanco (PsB).
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La linealidad se trabajé con una curva de calibracion tomando el promedio de las areas
obtenidas en el andlisis con HPLC (tabla 6), al igual que con la pendiente e intercepto obtenido
de esta misma para el calculo de los limites de deteccidn (LOD) y cuantificacion (LOQ). Para esto,
se analizaron las areas resultantes por cada disolucion patron para la curva de calibracion de AFM1

mediante un ANOVA de un factor, con el fin de evaluar si estas diferian significativamente,
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obteniendo un valor de F experimental (0.01170) por debajo del valor F de criterio (2.533), y un
valor de P (0.9999) mayor al valor alfa (a) (0.05), lo que indicé que la hipotesis nula se cumple
para este método analitico. La hip6tesis nula establece que no existen diferencias significativas
entre las medias de los grupos comparados, es decir, todas las areas medias obtenidas para cada
concentracion evaluada pueden ser consideradas estadisticamente iguales.

Tabla 6.

Datos obtenidos para la curva de calibracion mediante el promedio del area.

Area

[ug/L] Areal Area2 Area3 Area4 Area5 Area6 . 9%RSD
promedio

10.00 1.47E+04 1.51E+04 1.69E+04 1.69E+04 1.80E+04 1.78E+04 1.66E+04 8.16
5.00 7.59E+03 8.29E+03 8.12E+03 8.34E+03 8.64E+03 8.16E+03  8.19E+03 4.25
250 3.71E+03 3.73E+03 3.82E+03 3.84E+03 3.86E+03 3.85E+03  3.80E+03 1.73
1.25 2.03E+03 1.80E+03 1.67E+03 1.85E+03 2.21E+03 2.09E+03 1.94E+03 10.46
0.63 1.27E+03 1.10E+03 8.75E+02 1.12E+03 8.77E+02 1.02E+03 1.04E+03 14.55
0.31 554E+02 6.14E+02 4.91E+02 5.94E+02 5.84E+02 5.43E+02 5.63E+02 7.84

Mediante la curva de calibracion para la AFM1 se obtuvo la ecuacion lineal y el coeficiente de
correlacion (R?) dado que correspondié a 0.9995, donde valores de R? cercanos a 1 indican que el
método es lineal, comprobando asi la linealidad del método analitico trabajado (Eurachem,

2016). La curva de calibracién para la AFML1 se observa en la figura 5.

Figura 5.

Curva de calibracion para la AFML1.
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Los limites de deteccién y cuantificacién del método analitico se evaluaron mediante la
medicion por triplicado de un pseudo blanco de leche dopado con la solucion estandar certificada
de AFM1 (HPLC-AFM1-2 de MICOTOX LTDA), a una concentracion no mayor de 5 veces el
LOD esperado, y la regresion lineal de la curva de calibracion obtenida (figura 5) (Oficina de
Publicaciones de la Union Europea, 2016). A partir de la pendiente de la curva de calibracion y la
desviacion estandar de la respuesta en el equipo por parte del pseudo blanco, se determinaron
valores de 0.104 y 0.31 ug/L para el LOD y el LOQ, respectivamente. Teniendo en cuenta que el
valor del LOQ obtenido es menor al nivel maximo de residuo permitido de AFM1 en Colombia
(0.5 ug/L), el método se considera apto para la determinacion y cuantificacion de la aflatoxina de
interés en la matriz de estudio.

La precision se calculd mediante la repetibilidad y repetibilidad intermedia a partir de las

concentraciones mostradas en la tabla 7, obteniendo porcentajes de 9.945% y 7.816% para la
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repetibilidad y repetibilidad intermedia, respectivamente, concluyendo asi que el método es
preciso debido a que estos valores fueron menores a 22% (Food and Agriculture Organization of
the United Nations, 2013).

Tabla 7.

Concentraciones para el calculo de la repetibilidad y repetibilidad intermedia.

[ug/L] repetibilidad [ug/L] repetibilidad

intermedia
1.2178 1.1697
1.1697 1.0061
1.0097 1.1084

La exactitud del método se determind teniendo en cuenta el porcentaje de recuperacion de
AFM1 calculado para el valor promedio de un grupo de muestras de leche dopada a 2.5 ug/L, cuyo
valor de 70.47% es acorde al rango establecido como porcentajes aceptables (70-110%) para
valores de enriquecimiento entre 1-10 ug/L (NuUfiez, 2018), razon por la cual el método se

considera exacto.

4.2. Efecto de luz UVC sobre la AFML1 en leche

La retencion de AFM1 obtenida en las muestras irradiadas con luz UVC (MLE-2 y MLC-
2) y la concentracion de AFM1 correspondiente para las muestras control (MLE-2C y MLC-2C)
se observan en la tabla 8. A partir de estos datos se hizo la prueba t-Student, con el objetivo de
verificar que las diferencias entre las concentraciones de las muestras control y las muestras que
se sometieron a luz UVC eran significativamente diferentes para cada leche. Los valores de P
fueron de 0.02855 para la leche entera y 0.03586 para la leche cruda, los cuales fueron menores al
valor critico de P (0.05), demostrando de manera estadistica la diferencia significativa entre cada

leche antes y después de la luz UVC.
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En la figura 6 se ilustra el porcentaje de reduccion de AFML1 tras la irradiacion con luz
UVC para cada leche, siendo este del 43.70% y 20.76% para la leche entera UHT y cruda,
respectivamente, demostrando nuevamente que la luz UVC tiene la capacidad de degradar esta
toxina. Adicionalmente, se observo a simple vista que el color de cada tipo de leche no se vio
afectado luego de la exposicion a la luz UVC (figura 7). Si bien no se realizaron mediciones
empleando un colorimetro, el aspecto en el color de la leche indic6 que no hubo alteraciones
perceptibles en las propiedades organolépticas de esta matriz (Diao et al., 2015).

Tabla 8.

Concentracion de AFM1 para las muestras control. Retencion de AFM1 tras la radiacién UVC.

Tipo de leche Muestras [ug/L]
MLE-2C 0.6789 + 0.0010
Entera UHT MLE-2 0.3823 + 0.0277
MLC-2C 0.6927 + 0.0787
Cruda MLC-2 0.5489 + 0.0624

Figura 6.
Porcentaje de reduccion de AFML1 para cada leche tras irradiacion con luz UVC.
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Los dos tipos de leche utilizada en este estudio fueron sometidas a las mismas condiciones
experimentales durante la fase de irradiacion con luz UVC, asi como en la fase de extraccion y
purificacién mediante el método propuesto por Gongalves et al. (2018), obteniendo finalmente un
porcentaje de reduccién de AFM1 menor para la leche cruda (figura 6), tras su analisis mediante
la técnica HPLC-FLD; la diferencia en estos resultados puede ser debido a las caracteristicas
fisicoquimicas de cada tipo de leche. La leche es una matriz coloidal de apariencia fisica opaca y
turbia, contiene micelas de caseina, glébulos de grasa y proteinas del suero (estos dos ultimos se
encuentran dispersos en fase acuosa) (Fox, 2008), los cuales causan un limitante en la penetracion
de la luz UV en esta matriz cuando se encuentran en su forma nativa, generando asi una reduccion
en la eficacia de la irradiacion con luz UV para degradar la toxina (Kurup, 2021). Cabe resaltar
que la leche entera UHT, a diferencia de la leche cruda, es sometida previamente a un proceso de
ultra alta temperatura (mejor conocido como ultrapasteurizacion), el cual ha demostrado que causa
una desnaturalizacion de proteinas presentes en el suero, asi como la modificacion estructural de
las micelas de la caseina, haciendo que cambie la interaccion de éstas con la AFML1. Por otro lado,
la homogeneizacion es necesaria durante el proceso de ultrapasteurizacion y afecta principalmente
a los globulos de grasa, reduciéndolos de tamafio y haciendo que se dispersen de manera uniforme
en el resto de la matriz (Granados-Chinchilla, 2016). De lo anterior, es valido considerar que la
diferencia en el porcentaje de degradacion de AFM1 entre la leche entera UHT y cruda (figura 6)
se debe al tratamiento industrial de ultrapasteurizacion, ya que la leche cruda no ha sido sometida
a un tratamiento térmico previo, por lo que la caseina, glébulos de grasa y proteinas del suero
permanecen de manera nativa, limitando asi la penetracion de la luz UV a la leche cruda y el

impacto de esta sobre la AFM1 presente en dicha matriz.
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Figura 7.

Color de la leche entera UHT tras irradiacion con luz UVC.

Los resultados ilustrados en la figura 6 para la leche entera UHT son similares a los
obtenidos por Nguyen et al. (2022) (figura 8), quienes lograron una degradacion mayor al 50% al
trabajar con leche entera y leche descremada dopada con AFM1, usando condiciones similares a
las de este trabajo.

Figura 8.
Comparacion del porcentaje de reduccion de AFM1 para la leche entera UHT con el estudio

realizado por Nguyen et al. (2022).
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La penetracion de la luz UV en la leche puede verse limitada debido a que esta matriz tiene
una baja transmisividad de luz UV por su alto coeficiente de absorcion; en este sentido, la
reduccion de AFML1 tras irradiacion UV podria aumentar de forma gradual al prolongar el tiempo
de exposicion y disminuir la profundidad de la muestra (Nguyen et al., 2022). Sin embargo,
Nguyen et al. (2022) observaron que el nivel de concentracion de AFM1 presente en la leche no
requeria modificaciones en el tiempo de exposicion, debido a que la reduccion obtenida luego de
los 20 minutos de irradiacion UV no mostro diferencias significativas entre concentraciones bajas,
medias y altas de AFM1. Es importante mencionar, que tanto el tiempo de irradiacion como la
intensidad de luz UV son factores determinantes en la degradacion de AFM1, donde a mayor
intensidad y mayor tiempo, mayor es la reduccion de la toxina, pero también se incrementan los
efectos negativos sobre las propiedades fisicoquimicas y organolépticas de la leche (como el
cambio de color) (Diao et al., 2015). Por lo tanto, es posible suponer que la diferencia en el color

de la leche, y tiempo de exposicion — porcentaje de reduccion de AFM1, entre este estudio y el
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estudio desarrollado por Nguyen et al. (2022) (figura 8), puede deberse al tipo de fuente de luz

UV empleada.

4.3. Bioaccesibilidad.

Para la determinacién de la bioaccesibilidad de AFM1 se realiz6 una digestion
gastrointestinal in vitro a muestras de leche irradiadas con luz UVC (MLE-3 y MLC-3), dopadas
a concentracion de 2.5 ug/L, las cuales no presentaron la sefial atribuida a la toxina en la region
cromatografica correspondiente al tiempo de retencion de AFM1 en este estudio (4.68 min), ni en
el intervalo de 3.5 a 6 min. A partir de esto, se realiz6 nuevamente el anterior procedimiento para
una concentracién mayor (5 ug/L), obteniendo al final la misma respuesta; con el fin de comprobar
si el resultado obtenido era un efecto de la irradiacion sobre la leche o la toxina, se realizé el mismo
procedimiento para muestras de leche dopadas (2.5 ug/L y 5 ug/L) que no fueron irradiadas,
obteniendo el mismo resultado que se obtuvo para las muestras irradiadas, concluyendo asi que la
bioaccesibilidad de AFM1 en este estudio fue no cuantificable. Esto podria explicarse por una
posible transformacion de la toxina durante las etapas del proceso de digestion, al igual que de una
posible pérdida de AFML1 durante la extraccion y purificacion, atribuida a la complejidad de la
matriz resultante post-digestion (Llorens et al., 2022).

Se han realizado investigaciones para estudiar la bioaccesibilidad de AFM1 en leche
empleando métodos para la digestion gastrointestinal in vitro; sin embargo, la mayoria de los
estudios se han enfocado en utilizar agentes bioldgicos, sin reportarse investigaciones que evalien
esta matriz y toxina tras irradiacion con luz UVC, ni que apliquen el método de extraccion y
purificacién de AFML1 utilizado en este estudio. Kumar et al. (2022) evaluaron la bioaccesibilidad

de AFM1 en muestras dopadas de leche pasteurizada, donde encontraron AFM1 Unicamente en
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las muestras de leche pasteurizada que no fueron digeridas, es decir, aquellas que no se sometieron
a la digestion gastrointestinal in vitro. Sus resultados indicaron que la toxina desapareci6 en la fase
intestinal, posiblemente por la accion catalitica de las enzimas presentes en la pancreatina, en
especial las lipasas, las cuales podrian actuar sobre el anillo de lactona de AFM1, generando su
apertura, asi como la formacion de un acil-enzima, seguido de la polimerizacién de lactonas, lo
que daria lugar a un nuevo metabolito(Kumar et al., 2022).

Durante los procesos de digestion gastrointestinal in vitro, como el propuesto por Minekus
et al. (2014), desarrollado por la red COST Infogest, se genera una fuerte actividad enzimatica
causada principalmente por la pancreatina y sales biliares, lo que provoca cambios significativos
en los componentes de la leche.

En la leche, la fuerte actividad enzimatica puede causar desnaturalizaciéon de proteinas,
hidrolisis de lipidos y formacion de micelas coloidales(Gonzélez-Avrias et al., 2013). Estos cambios
en la leche pueden hacer que una fraccion significativa de la toxina permanezca ligada a
componentes no solubles o se sedimente con residuos insolubles de la matriz post-digestion
(Llorens et al., 2022), generando asi una reduccion de la AFM1 disponible para el proceso de
extraccion y purificacion, asi como su analisis por medio de la técnica HPLC-FLD (Gonzélez-
Arias et al., 2013). Por lo anterior, Llorens et al. (2022) hacen énfasis en la complejidad de la
cuantificacion de la bioaccesibilidad de aflatoxinas presentes en cualquier matriz luego de
procesos de digestion, ya que generalmente se obtiene una solucidn que contiene componentes de
la matriz inicial, sales biliares, productos de digestién, enzimas, etc.

Es importante mencionar que la extraccion y purificacion de AFML1 luego de la digestion

gastrointestinal in vitro en este estudio se realiz6 mediante el método propuesto por Gongalves et



EFECTO DE LA LUZ UVC SOBRE LA RETENCION DE AFM1 EN LECHE 51

al. (2018), el cual es un método especifico para matrices como la leche, pero podria no ser aplicable

para matrices digestivas.

5. Conclusiones

La verificacion del método analitico empleado para la deteccion y cuantificacion de AFM1 en
leche fue satisfactoria, donde se evaluaron los pardmetros propuestos segun Eurachem
(Eurachem, 2016), obteniendo valores aceptables para la selectividad, linealidad, LOD y LOQ),
%RSD y %RSDri, y exactitud, demostrando asi su aplicabilidad para la determinacion de esta
toxina en leche entera UHT y leche cruda, incluso luego de someter esta matriz a irradiacion con

luz UVC.

Respecto a la irradiacion con luz UVC, se logré evidenciar una degradacién de AFM1 en
la leche entera UHT (43.70%) y leche cruda (20.76%), demostrando asi la capacidad y la variacion
que tiene éste método fisico de degradar ésta toxina en los dos tipos de leche. De igual manera, no
se observé a simple vista cambios en el color de las leches, indicando asi que no se presentaron
alteraciones perceptibles en las propiedades organolépticas en esta matriz.

Por ultimo, la bioaccesibilidad de AFM1 fue no cuantificable en las muestras de leche
irradiadas ni en las no irradiadas, debido posiblemente a la actividad enzimatica sobre la toxina y
la matriz, especialmente la lipasa, durante el proceso de digestion, y a la complejidad de la matriz
post-digestion, dando asi la necesidad del uso de un método de extraccion y purificacién especifico

para matrices digestivas.
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6. Recomendaciones

Para futuros estudios complementarios, se recomienda adaptar etapas de limpiezas adicionales o el uso de
sorbentes en el método de extraccion y purificacion de AFM1 utilizado con el fin de adecuar una

metodologia acorde a la complejidad de matrices digestivas.

De igual forma, con el fin de hacer un mayor seguimiento a la bioaccesibilidad de la AFML1, se
recomienda la toma de alicuotas en cada fase de la simulacion gastrointestinal para la deteccion y
caracterizacion de condiciones o reactivos responsables en la variacion de su comportamiento durante el
estudio in vitro. Finalmente, se recomienda el uso de técnicas instrumentales complementarias como

HPLC-MS/MS que permitan identificar y evaluar los posibles productos de degradacién obtenidos.
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