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(Actos cuya publicacién no es una condicion para su aplicabilidad)

COMISION

DIRECTIVA 92/95/CEE DE LA COMISION
de 9 de noviembre de 1992

por la que se modifica el Anexo de la séptima Directiva 76/372/CEE que esta-
blece métodos de analisis comunitarios para el control oficial de piensos

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econémica
Europea,

Vista la Directiva 70/373/CEE del Consejo, de 20 de julio
de 1970, relativa a la introduccién de métodos para la
toma de muestras y de métodos de analisis comunitarios
para el control oficial de la alimentacién animal (!), modi-
ficada en dltimo lugar por el Acta de adhesién de Espafia
y de Portugal, y, en particular, su articulo 2,

Considerando que la séptima Directiva 76/372/CEE de la
Comisidén, de 1 de marzo de 1976, sobre determinacién
de métodos de analisis comunitarios para el control oficial
de la alimentacion animal (3), modificada por la Directiva
81/680/CEE (%), prescribe métodos para la determinacién
de aflatoxina B, ;

Considerando que se deben adaptar estos métodos a la
evolucién de los conocimientos cientificos y técnicos ;
que es conveniente en especial poder contar con un
método que permita controlar los bajos limites de afla-
toxina fijados por la Directiva 74/63/CEE del Consejo, de
17 de diciembre de 1973, relativa a la fijacién de conte-
nidos maximos para las sustancias y productos indeseables
en la alimentacién animal (¥), modificada en dltimo lugar
por la Directiva 91/132/CEE (%) ;

Considerando que, por otro lado, es conveniente contar
con un método que permita el anilisis de la aflatoxina B,
en presencia de sustancias que interfieren en los anélisis
tales como los agrios ;

Considerando que las medidas previstas en la presente
Directiva se ajustan al dictamen del Comité permanente
de alimentacién animal,

() DO n° L 170 de 3. 8. 1970, p. 2.
() DO n° L 102 de 15. 4. 1976, p. 8.
() DO n° L 246 de 29. 8. 1981, p. 32.
() DO n° L 38 de 11. 2. 1974, p. 31.
() DO n° L 66 de 13. 3. 1991, p. 16.

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA :

Articulo 1

El Anexo de la Directiva 76/372/CEE quedara modificado
conforme al Anexo de la presente Directiva.

Articulo 2

Los Estados miembros pondréan en vigor las disposiciones
legislativas, reglamentarias y administrativas necesarias
para cumplir las disposiciones de la presente Directiva a
mas tardar el 1 de octubre de 1993, e informarian inme-
diatamente de ello a la Comisién.

Cuando los Estados miembros adopten dichas disposi-
ciones, éstas harin referencia a la presente Directiva o
irdn acompaiiadas de dicha referencia en su publicacién
oficial. Los Estados miembros establecerin las modali-
dades de la mencionada referencia.

Articulo 3

Los destinatarios de la presente Directiva serin los
Estados miembros.

Hecho en Bruselas, el 9 de noviembre de 1992.

Por la Comision
Ray MAC SHARRY

Miembro de la Comisidn
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ANEX0

I En la parte A. « método por cromatografia monodimensional en capa fina » el texto del punto 1. « Objeto
y campo de aplicacién » se sustituye por el texto siguiente :

«1. Objeto y campo de aplicacién

El método permite determinar el contenido en aflatoxina de las materias primas y piensos simples.
Este método no puede ser utilizado en presencia de pulpas de citricos. El limite inferior de determina-
cién es 0,01 mg/kg (10 ppb).

En presencia de sustancias interferentes que dificulten las determinaciones, se volvera a iniciar el
anélisis segin el método B (por cromatografia de liquidos de alta resolucién). »

IL. En la Parte B « método por cromatografia bidimensional en capa fina » el texto se sustituye por el texto
siguiente :

«B. DETERMINACION DE LA AFLATOXINA B, MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

L. Objeto y ambito de aplicacién

La presente propuesta describe un método para la determinacién de la aflatoxina B, en los
piensos, incluidos los que contienen pulpa de citricos. El limite inferior de determinacién es
de 0,001 mg/kg.

2. Principio

El método se basa en la separacién mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién con
deteccibn por fluorescencia. La extraccién de la muestra se realiza con cloroformo. Se filtra el
extracto y una parte alicuota de éste se purifica en un cartucho de Florisil y, a continuacién, en
un cartucho Cis. La separacion y determinacidn finales se realizan mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC) utilizando una columna de fase inversa Cys, seguida de una
reaccién post-columna con solucién acuosa de yodo y deteccién por fluorescencia.

Nota :

Las micotoxinas son extremadamente téxicas. Las manipulaciones deben llevarse a cabo en
campana extractora de humos. Deben tomarse precauciones especiales cuando las toxinas
estdn en forma sélida, ya que debido a su naturaleza electrostatica tienden a dispersarse en las
areas de trabajo.

3. Reactivos

3.1. Cloroformo estabilizado con 0,5 a 1,0 % de etanol, en masa. Ver observacién 10.2.
32 Metanol, grado HPLC para preparacién de 3.6.

3.3. Acetona.

34. Acetonitrilo, grado HPLC.

3.5. Disolventes de elucién : preparar un dia antes de su utilizacién o eliminar mediante ultraso-
nidos el aire que contengan.

3.5.1. Mezcla de acetona (3.3) y agua, 9842 (v+v).
3.5.2.  Mezcla de agua y metanol (3.2), 80+20 (v+v).
3.5.3. Mezcla de agua y acetona (3.3), 85+15 (v+v).

3.6. Fase moévil para la HPLC.
Mezcla de agua, metanol (3.2) y acetonitrilo (3.4), 130 +70+40 (v+v+v).

Nota : Puede ser necesario ajustar la composicién de los disolventes de la fase mévil, de
acuerdo con las caracteristicas de la columna HPLC utilizada.

37. Soluci6n acuosa saturada de yodo. Afiadir 2 g de yodo a 400 ml de agua. Mezclar durante 90
minutos como minimo vy filtrar a través de un filtro de membrana (4.15). Proteger de la luz la
solucién saturada, a fin de evitar la fotodegradacion.

3.8. Celite 545 lavada con é4cido, o equivalente.
39. Cartucho de Florisil (Waters SEP-PAK) o equivalente.
3.10.  Cartucho C;g (Waters SEP-PAK) o equivalente.

3.11.  Gas inerte, por ejemplo nitrdgeno.
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3.12.

3.12.1.

3.13.

3.13.1.

3.13.2.

3.133.

3.134.

3.14.

3.14.1.

3.15.
3.15.1.
3.15.2.

4.1.

Solucién patrén de aflatoxina B, en cloroformo con una concentracién de 10 pg/ml
Comprobar la concentracién de la solucién del siguiente modo : Determinar el espectro de
absorcién de la solucibén citada entre 330 y 370 nm por medio del espectrofotémetro (4.23).
Medir la absorbancia (A) en el maximo cercano a 363 nm. Calcular la concentration de afla-
toxina B, en microgramos por mililitro de solucién, empleando la férmula siguiente :

312 x A x 1000

= 13991 x A
22300

Concentracién (ug/ml) =

Solucién madre de aflatoxina B, en cloroformo.

Transferir cuantitativamente 2,5 ml de la solucién patrén de aflatoxina B, (3.12) a un matraz
aforado de 50 ml y enrasar con cloroformo. Almacenar esta solucién en un lugar fresco (4° C)
al abrigo de la luz, adecuadamente tapada y envuelta en una hoja de aluminio.

Soluciones de aflatoxina B, para calibracién de HPLC.

Nota : para la preparacion de estas soluciones deberd utilizarse material de vidrio lavado con
acido (véase el punto 4. Aparatos).

Solucién para calibracién de 4 ng/ml.

Dejar reposar (algunas horas) la solucién madre (3.12.1). Contenida en el matraz aforado
envuelto en la hoja de aluminio, hasta que alcance la temperatura ambiente. Transferir 400 pl
de la solucién madre (200 ng aflatoxina B,) a un matraz aforado de 50 ml y evaporar la solu-
cién hasta sequedad en corriente de gas inerte (3.11). Disolver el residuo obtenido en 20 ml
aproximadamente de mezcla de agua y acetona (3.5.3), enrasar con mezcla de agua y acetona
(3.5.3) y mezclar completamente.

Solucién para calibracion de 3 ng/ml.

Transferir cuantitativamente 7,5 ml de la solucidn para calibracién (3.13.1) a un matraz aforado
de 10 ml con la mezcla de agua y acetona (3.5.3) y mezclar completamente.

Solucién para calibracién de 2 ng/ml.

Transferir cuantitativamente 25 ml de la solucién para calibracién (3.13.1) a un matraz aforado
de 50 ml, enrasar con la mezcla de agua y acetona (3.5.3) y mezclar completamente.

Esta solucién se denomina también « Patron de referencia » y se usa, en particular, para efec-
tuar inyecciones repetidas durante el procedimiento de HPLC.

Solucién para calibracién de 1 ng/ml.

Transferir cuantitativamente 2,5 ml de solucidén para calibracién (3.13.1.) a un matraz aforado
de 10 ml, enrasar con la mezcla de agua y acetona (3.5.3) y mezclar completamente.

Una mezcla de aflatoxinas B, By, G; y G; en concentraciones aproximadas de 1;0,5;1 y 0,5
pg/ml, respectivamente, en 1 ml de cloroformo.

Solucién de comprobacién cromatografica.

Transferir la mezcla (3.14) a un tubo de ensayo con tapén de vidrio o a un frasco con tapén de
rosca. Transferir 40 pl de esta solucidn a un tubo de ensayo con tapdn de vidrio — lavado con
acido — (4.2.2.). Evaporar el cloroformo en una corriente de gas inerte (3.11) y disolver de
nuevo en 10 ml de la mezcla de agua y acetona (3.5.3).

Reactivos para la prueba de confirmacién (6).
Solucién acuosa saturada de cloruro de sodio.

Sulfato de sodio anhidro, granular.

Aparatos

Atencion : El uso de material de vidrio que no se haya lavado con 4cido, para las soluciones
acuosas de aflatoxina, puede originar pérdidas de aflatoxinas. Deberin tomarse precauciones
especiales con el material de vidrio nuevo o desechables, por ejemplo los frascos para mues-
treador automatico y las pipetas Pasteur. Por lo tanto, el material de vidrio que vaya a estar en
contacto con las soluciones acuosas de aflatoxinas deberd sumergirse durante varias horas en
un écido diluido (por ejemplo, 4cido sulfirico, C= 2 mol/1) y, a continuacién, lavarse a fondo
con agua destilada para suprimir todo resto de é4cido (por ejemplo, 3 enjuagues, seguidos de
una comprobacién con papel pH). En concreto, este tratamiento deberd aplicarse a los
matraces redondos (4.4), a los matraces aforados, probetas, a los frascos o tubos utilizados para
soluciones para calibracién y extractos finales (en particular, los frascos para muestreador auto-
matico) y a las pipetas Pasteur si se utilizan para transferir soluciones para calibracién o extrac-
tos.

Triturador/mezclador.
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4.2. Tamiz de malla de 1,0 mm (ISO R 565).

4.3. Agitador mecénico.
4.4. Evaporador rotatorio a vacio provisto de un matraz redondo de 150 ml a 250 ml.
4.5. Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién, con bucle de inyeccién que permita inyectar 250

ul. Ver instrucciones del fabricante para el llenado parcial o total del bucle.

4.6. Columna analitica para HPLC : relleno Cis de 3 0 § wm.

4.7. Bomba libre de pulsos que suministre el reactivo yodado para la reaccién postcolumna, por
ejemplo, bomba para HPLC o concebida para reaccién postcolumna.

48. Conexion en T Valco de volumen muerto nulo, de acero inoxidable (1/16” x0,75 mm).

4.9. Serpentin de reaccién, de teflén o de acero inoxidable. Las dimensiones comprendidas entre
3000 x 0,5 mm y 5000 x 0,5 mm resultan apropiadas en combinacién con columnas HPLC
de 503 pum.

4.10.  Bafio de agua termostatizado a ‘60 °C, con una variacién de temperatura de menos de 0,1 °C.

4.11.  Detector de fluorescencia que proporcione longitudes de onda de excitacién de 365 nm
aproximadamente y de emisién de 435 nm aproximadamente. (Para los aparatos de filtro :
longitud de onda de emisién < 400 nm.) Deberd ser posible efectuar la deteccién de 0,05 ng
de B,, como minimo. Se recomienda aplicar cierta contrapresién (por ejemplo, un constrictor
0 una espiral de teflén o acero inoxidable conectada al orificio de salida del detector) a fin de
suprimir las burbujas de aire en la célula de flujo.

4.12.  Registrador de banda de papel.
4.13.  Integrador electronico (facultafivo).
4.14.  Filtro de pliegues 24 cm. Macherey-Nagel 617 1/4 o equivalente.

4.15.  Filtro de membrana con un tamafio de poro de 0,45 um, Millipore HAWP 04700 o equiva-
lente. ‘

4.16.  Erlenmeyer de 500 ml con tapén de vidrio.

4.17. Columna de vidrio (con un didmetro interior de 1 cm aproximadamente y una longitud de 30
cm aproximadamente) provista de una punta Luer.

4.18.  Llave Luer de nailon resistente al cloroformo (por ejemplo, Bio-rad 7328017, Analytichem Al
6078, J.T. Baker 4514 o equivalente).

4.19.  Jeringa de 10 ml resistente a productos quimicos, con llave Luer.
4.20.  Jeringa de 250 ul adecuada para la inyeccién en HPLC (ver 4.5).

4.21.  Microjeringa de 100 l para la preparacién de soluciones de calibracién (comprobar, mediante
pesada, que su precisién es del 2 %).

4.22.  ‘Tubos calibrados de 10,0 m! con tapén de vidrio.

4.23.  Espectrofotdbmetro adecuado para realizar medidas en la regién UV. del espectro.
4.24.  Equipo para efectuar la prueba de confirmacién (6).

4.24.1. Embudo de decantacién de 100 ml (con llave de teflén), lavado con 4cido.

4.24.2. Fuente de calor a 40-50 °C.

S. Procedimiento

5.1. Preparacion de la muestra

Triturar la muestra de manera que pueda pasar a través del tamiz (4.2).

5.2 Porcién de ensayo.

Pesar en el erlenmeyer (4.16)) 50,0 g de la muestra problema preparada.

53. Extraccién

Afiadir a la porcién de ensayo 25 g de Celite (3.8.) 250 ml de cloroformo (3.1) y 25 ml de
agua. Tapar el matraz y agitar durante 30 minutos en el agitador mecénico (4.3). Filtrar a
través de filtro de pliegues (4.14.). Recoger 50 ml de filtrado. Si fuera necesario, tomar una
alicuota del filtrado y diluir a 50 ml con cloroformo de forma que la concentracién de afla-
toxina B, no sea mayor de 4 ng/ml.

5.4. Purificacion (el procedimiento debe seguirse sin interrupciones significativas)
Deberan tomarse las siguientes precauciones :

— proteger convenientemente de la luz natural el laboratorio de anlisis. Para ello se pueden
utilizar :
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1) hojas que absorban los rayos UV para cubrir las ventanas y una luz tamizada (evitese la
luz solar directa);

2) cortinas o persianas en combinacién con luz artificial (pueden utilizarse tubos fluores-
centes).

— proteger de la luz todo lo posible las soluciones que contengan aflatoxina (conservar en la
oscuridad y utilizar hojas de aluminio).

54.1. Purificacién con SEP-PAK de florisil.

5.4.1.1. Preparacién del conjunto columna-cartucho

Acoplar una llave (4.18.) a la rama més corta de un cartucho de Florisil (3.9) (véase la figura 1).
Lavar el cartucho y eliminar el aire tomando con una jeringa (4.19.) 10 ml de cloroformo (3.1)
y haciendo pasar ripidamente 8 ml de cloroformo por la llave a través del cartucho. Unir la
rama mas larga del cartucho a la columna de vidrio (4.17.) e introducir en la columna a través
del cartucho los 2 ml de cloroformo restantes. Cerrar la llave y sacar la jeringa.

5.4.1.2. Purificacién

Introducir en el conjunto columna-cartucho el filtrado recogido con arreglo al punto 5.3. y
dejar escurrir por gravedad. Lavar con 5 ml de cloroformo (3.1.) y, a continuacién, con 20 ml
de metanol (3.2). Desechar los eluatos. Durante estas operaciones, evitar que ‘el conjunto
columna-cartucho se quede seco. Eluir la aflatoxina B, con 40 ml de la mezcla acetona/agua
(3-5.1) y recoger la totalidad del eluato en el matraz redondo (150 ml) del evaporador rotatorio
(4.4). Concentrar el eluato en el evaporador rotatorio a una temperatura de 40-50 °C hasta que
cese la destilacién de la acetona. (Nota: en ese momento quedan en el matraz 0,5 ml de
liquido aproximadamente. Se ha demostrado experimentalmente que el continuar la evapora-
cién no tiene consecuencias nocivas y que cuando quedan 0,5 ml de liquido la cantidad de
acetona presente no es significativa. La presencia de residuos de acetona podria provocar
pérdidas de la aflatoxina B, en el cartucho C,;.) Afiadir 1 ml de metanol (4.2.), agitar el matraz
para disolver la aflatoxina B, adherida a sus paredes, afiadir 4 ml de H,O y mezclar. Desco-
nectar y desechar el cartucho. Lavar con agua la columna de vidrio y conservarla para efectuar
la purificacién Cj;.

54.2. Purificacién con SEP-PAK Ci,.

5.4.2.1. Preparacién del conjunto columna-cartucho

Acoplar una lave (4.18)) a la rama maés corta de un cartucho C;; (3.10) (véase la figura 1).
Purgar el cartucho y extraer el aire haciendo pasar rapidamente con una jeringa (4.19) 10 ml
de metanol (3.2)) por la llave a través del cartucho. (Las burbujas de aire del cartucho son visi-
bles en forma de manchas de luz sobre un fondo grisiceo.) Tomar 10 ml de agua y hacer pasar
8 ml a través del cartucho (evitese introducir aire cuando se pase del metanol al agua). Unir la
rama mas larga del cartucho a una columna de vidrio e introducir en la columna a través del
cartucho los 2 ml de agua restantes. Cerrar la llave y sacar la jeringa.

5.4.2.2. Purificacién

Transferir cuantitativamente a la columna (4.17.) el extracto recogido en el punto 54.1.2,
lavando dos veces el matraz con 5 ml de la mezcla de agua y metanol (3.5.2), y dejar escurrir
por gravedad. Durante estas operaciones, evitar que el conjunto columna-cartucho se quede
seco. (Si se forman burbujas de aire en el estrechamijento préximo al cartucho, detener el flujo
y golpear la parte superior de la columna de vidrio para eliminar las burbujas. Reanudar de
inmediato las operaciones.) Eluir con 25 ml de la mezcla de agua y metanol (3.5.2). Desechar
los eluatos. Eluir la aflatoxina B, con 50 ml de la mezcla de agua y acetona (3.5.3.) y recoger la
totalidad del eluato en un matraz aforado de 50 ml. Enrasar con agua hasta 50 ml y mezclar:
la solucién de ensayo obtenida se utiliza para la cromatografia (5.5)

Atencién : normalmente no es necesario filtrar el extracto final antes de efectuar la HPLC.
Cuando sea necesario filtrar, deberin evitarse los filtros de celulosa, dado que
pueden dar lugar a pérdidas de aflatoxina B;. Pueden utilizarse filtros de teflon.

5.5. Cromatografia de liguidos de alta resolucion

(Véase la figura 2 para el montaje del equipo). Dejar transcurrir el tiempo suficiente para que
los instrumentos se calienten y estabilicen antes del uso.

Nota 1:

Los caudales que se citan para la fase mdvil de HPLC y el reactivo postcolumna son mera-
mente indicativos. Puede ser necesario realizar un ajuste en funcidon de las caracteristicas de la
columna de HPLC.
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Nota 2:

La respuesta del detector para la aflatoxina B, depende de la temperatura, por lo que debe
efectuarse la compensacién por la deriva (véase la Figura 3). La inveccién de una cantidad fija
del patrén de referencia de la aflatoxina B, (3.13.3.) a intervalos regulares (por ejemplo, cada
tres enyecciones) permite corregir, utilizando la respuesta media, los valores de los picos de la
aflatoxina B, entre estos patrones de referencia, siempre y cuando la diferencia entre las
tespuestas de patrones de referencia consecutivos sea muy pequefia (< 10 %). Por lo tanto, las
inyecciones deberin efectuarse sin interrupciones. Si es necesaria una interrupcién, la dltima
inyeccién antes de la interrupcién y la primera después de ésta deberan ser inyecciones del
patron de referencia (3.13.3). Dado que la curva de calibracién es lineal y pasa por el origen,
las cantidades de aflatoxina B, presentes en los extractos de la muestra se determinan directa-
mente por referencia a los patrones adyacentes.

5.5.1. Ajuste de la bomba HPLC.

Ajustar la bomba HPLC (4.5)) de manera que se obtenga un caudal de 0,5 o 0,3 ml/min para
una columna HPLC de $ um o 3 pum (4.6.), respectivamente utilizando la fase mévil (3.5.).

5.52. Ajuste de la bomba para la reaccién postcolumna.

Ajustar la bomba (4.7)) de manera que se obtenga un caudal de 0,2-0,4 ml/min de solucién
acuosa saturada de yodo (3.7.). Informacién a titulo indicativo : se recomiendan caudales de 0,4
0 0,2 ml/min, aproximadamente, en asociacién con caudales de 0,5 y 0,3 ml/min de la fase
movil, respectivamente.

5.53. Detector de fluorescencia.

Establecer el detector (4.11.) a una longitud de onda de excitacién de 365 nm y de emisién de
435 nm (aparato de filtro: > 400 nm). Ajustar el atenuador del detector de manera que el
80 % aproximadamente del recorrido méximo de la plumilla registradora corresponda a 1 ng
de affatoxina B,.

5.54. Inyector.

Para todas las soluciones inyectar cantidades de 250 pl siguiendo las instrucciones del fabri-
cante del aparato.

5.5.5. Comprobacién de la separacién cromatografica.

Inyectar la solucién cromatografica (3.14.1.). Los valles deberan ser inferiores al 5 % de la
suma de las alturas de los picos adyacentes.

5.56. Comprobacidon de la estabilidad del sistema.

Antes de llevar a cabo cada una de las series de analisis, efectuar inyecciones repetidas del
patrén de referencia (3.13.3.) hasta que se estabilicen las dreas de los picos (Nota : los picos
producidos por la aflatoxina B, entre inyecciones consecutivas deberan presentar diferencias
inferiores al 6 %). Proceder inmediatamente a efectuar la comprobacién de la linearidad
(5.5.7).

5.57. Comprobacién de la linearidad.

Inyectar las soluciones de aflatoxina B, para calibracién (3.13.1. y 3.13.4). Utilizar el patron de
referencia (3.13.3) a intervalos de 3 inyecciones, a fin de corregir la deriva en las respuestas
(Nota : las respuestas de los picos del patron de referencia deberdn presentar diferencias infe-
riores al 10 % en 90 minutos). Corregir la deriva aplicando la férmula que se indica en el
punto 7. La grafica de calibracién debera ser lineal y pasar por el origen, dentro de los limites
de 2 veces el valor del error tipico de la estimacién de Y. Los valores hallados deberin diferir
en menos del 3 % de los valores nominales. Si se cumplen estas condiciones, continuar las
operaciones inmediatamente. En caso contrario, identificar y corregir las causas del problema
antes de continuar.

558. Inyeccién de extractos de muestra.

Inyectar los extractos de muestra purificados (5.4.2.2.). Repetir la inyeccién del patrén de refe-
rencia (3.13.3.) después de dos inyecciones de extracto de muestra de acuerdo a la siguiente
secuencia : patrén de referencia, extracto, extracto, patrén de referencia, extracto, extracto,
patrén de referencia, etc.

6. Prueba de confirmacién

6.1. Tratamiento ulterior del extracto (5.4.2.2.)

Afadir 5 ml de la solucién de cloruro de sodio (3.15.1) al extracto final obtenido como se
describe en el punto 5.4.2.2.. Extraer 3 veces con 2 ml de cloroformo durante 1 minuto, utili-
zando el embudo de decantacién (4.24.1.). Verter los extractos combinados de cloroformo en
un tubo de ensayo de 10 ml a través de 1 g aproximadamente de sulfato de sodio (3.15.2.). [Se
puede utilizar un embudo pequefio (4 cm de didmetro) colocando en el estrechamiento un
algodén recubierto de 1 g de sulfato de sodio aproximadamente.]
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Lavar la capa de sulfato de sodio con unos ml de cloroformo y recoger los lavados en el mismo
tubo de ensayo. Evaporar en dicho tubo el extracto de cloroformo hasta sequedad utilizando la
fuente de calor (4.24.2) y disolverlo de nuevo en 1 ml de cloroformo.

6.2. Preparacion de los derivados y cromatografia en capa fina
Véase la Directiva 76/372/CEE del Consejo, Anexo, método A, punto 5.6.2.
7. Calculo de los resultados
Calcular el contenido de aflatoxina B, (ug/kg) de la muestra mediante la férmula siguiente :
contenido de aflatoxina B, en pg/kg = M X Vere
Vo X M X A/}
m V.
siendo :
m = cantidad, en ng, de aflatoxina B, representada por el pico B, de la muestra,
calculada del siguiente modo :
_ _ P(muestra) 2
™ =Bty + Pery < 21O
P(muestra) = area del pico de la aflatoxina B, de la muestra
B(st) = drea del pico de la aflatoxina B, del patrén de referencia anterior (3.13.3)
P(sty) = drea del pico de la aflatoxina B, del patrén de referencia siguiente (3.13.3))
r(st) = cantidad inyectada de patrén de referencia (3.13.3) expresada en ng
Vo = volumen del extracto de muestra inyectado, en ml
Vegt = volumen final del extracto de muestra, en ml (5.3)
M = masa de la muestra en g
Ve = volumen del filtrado transferido al cartucho de Florisil (5.4.1.2.), en ml
V. = volumen de cloroformo utilizado para la extraccién de la muestra, en ml
Si se aplica el procedimiento expuesto, la formula se reduce a:
contenido de aflatoxina B, en pug/kg = 20 x m.
7.1. El calculo de los resultados también puede efectuarse midiendo la altura de los picos.
8. Repetibilidad :
véase el punto 10.1. (observaciones).
9. Reproducibilidad :
véase el punto 10.1.
10. Observaciones
10.1.  Precision.
En el Cuadro 1 figuran los resultados de la repetibilidad y reproducibilidad obtenidos en un
ensayo colaborativo () sobre piensos compuestos realizado a escala internacional. El término
repetibilidad (r) utilizado aqui se define como la mayor diferencia no significativa, con una
probabilidad del 95 %, entre dos lecturas de una misma muestra efectuadas en el mismo labo-
ratorio y en condiciones similares. El término reproducibilidad (R) se define de manera
analoga y se refiere a la comparacién entre los resultados obtenidos en dos laboratorios dife-
* rentes. Con arreglo a la norma ISO 3534-1977, 2.35(%) y a la Decisién 89/610/CEE de la
Comisién (°), tanto r como R también figuran en el Cuadro 1 en forma de coeficientes de
variacién.
Cuadro 1
Repetibilidad (r) y reproducibilidad (R) expresadas en diferencias y en coeficientes de
variacion
(15 laboratorios)
Nivel r R cv.() CVg
(hg/kg) (%) (%)
8& 14 1,4 1,7 11 18
(") CV = Coeficiente de variacidn.
() Egmond, H.P. van, Heisterkamp, S.H. and Paulsch, W.E. (1991). Food Additives and Contaminants 8, 17-29.

)
%) ISO 3534-1977.

(
() DO n° L 351 de 2. 12. 1989, p. 39.
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10.2.  Estabilidad del cloroformo (3.1)

Las caracteristicas de adsorcién del cartucho de florisil pueden verse modificadas si se utiliza
un estabilizador diferente del etanol. Esto debe ser verificado con arreglo al punto 10.3. cuando
no se disponga del cloroformo descrito.

10.3.  Exactitud

La aplicacién correcta del método deberd comprobarse efectuando mediciones repetidas con
materiales de referencia certificados. Si no se dispone de estos materiales, la validez del método
debera comprobarse mediante experimentos de recuperacién en muestras en blanco. La dife-
rencia entre la media y el valor real no debera rebasar los limites de — 20 % a 10 % del valor
real.

A\
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2ml

10 i 10 ml — 10 m! —3+

Figura 1: Conjunto columna-cartucho
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Figura 2 : Diagrama de los flujos del sistema de cromatografia de liguidos con reaccién con
yodo en postcolumna
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Figura 3 : Compensacion de la deriva de la respuesta de la aflatoxina B, mediante inyeccion
del patron de referencia a intervalos regulares (3.13.3)»




