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RESUMEN

Los alcaloides tropanicos (AT) son metabolitos secundarios producidos de forma
natural en diferentes plantas como pueden ser Brassicaceae, Solanaceae y
Erythroxylaceae. Estos compuestos han cobrado relevancia en estos ultimos afios
debido su presencia en diferentes alimentos, tanto de procedencia animal como de
procedencia vegetal. Entre los mas destacados, cabe hablar de atropina y
escopolamina, de gran interés, debido a que consumidos en grandes porciones
pueden ocasionar graves problemas para la salud, llegando incluso a provocar la
muerte. En este trabajo, se han estudiado los distintos métodos descritos para
identificar y cuantificar residuos de AT en alimentos, poniendo hincapié tanto en la
parte de preparaciéon de muestra como la etapa de determinacion, que suele llevarse
a cabo mediante cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-MS).

ABSTRACT

Tropane alkaloids are minor metabolites naturally produced in different plants, such as
Brassicaceae, Solanaceae and Erythroxylaceae, among others. These toxins have
recently become relevant due to their occurrence in a wide variety of food products
originating both from animals and plants. Both atropine and scopolamine are two main
compounds from this family of alkaloids, considering that high consumption of these
alkaloids may entail serious health problems or even death. In this work, an overview
of the main strategies used for the identification and quantification of tropane alkaloids
in foodstuffs, paying attention to both sample treatment and determination step. Given
the nature of the studied analytes, the latter step is usually accomplished using high
performance liquid chromatography (HPLC) coupled with mass spectrometry (HPLC-
MS).



1. SEGURIDAD ALIMENTARIA. INTRODUCCION Y DEFINICIONES

La seguridad alimentaria (Food Safety) ha suscitado gran interés desde hace unos
afos. Esto ha venido acompafado del establecimiento de un marco regulatorio, tanto
a nivel europeo como mundial. En 1970 se cre0 el Sistema de Alerta Rapida para
Alimentos y Piensos (RASFF), con el fin de mantener comunicadas y de forma
actualizada las notificaciones y alertas originadas por alimentos que pudiesen llegar a
causar graves problemas para la salud publica. En Espafia, el sistema encargado de
gestionar estas alertas se denomina Sistema Coordinado de Intercambio Rapido de
Informacién (SCIRI), una red establecida por la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AESAN). Con este fin, existe un Plan Nacional de Control
Oficial de la Cadena Alimentaria (PNCOCA), exigido por la Unién Europea que obliga
a realizar controles oficiales que garanticen el cumplimento de la ley a lo largo de toda

la cadena alimentaria en Espafia (Ponce de Ledn de Lama et al., 2020)

El concepto de Seguridad Alimentaria ha evolucionado desde su comienzo, en
los afios 70, hasta la actualidad. Originalmente se basé en la idea de la produccion y
disponibilidad de alimentos tanto a nivel mundial como nacional, pero en estos afnos
se ha ido desarrollando hasta llegar a considerarse derecho humano. Cuando el
suministro de alimentos no es seguro, las personas tienden a alimentarse de forma
menos sana, es decir, ingiriendo “alimentos insalubres” los cuales contiene sustancias
quimicas, entre otros, provocando riesgos para salud. Segun la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la Seguridad Alimentaria
(Food Security) se da cuando todas las personas tienen acceso, tanto fisico como
econémico, a alimentos nutritivos que satisfagan sus necesidades fisicas,
garantizando asi la salud. Por otra parte, se describe la seguridad alimentaria (usando
el término Food Safety) como la garantia de que todos los alimentos estén libres de
contaminantes.

La segunda Conferencia Internacional de Nutricibn FAO / OMS celebrada en
Roma en noviembre de 2014 hizo hincapié en la importancia de la inocuidad de los
alimentos para mejorar la nutricion humana mediante dietas mas saludables, seguras
y nutritivas. Mejorar la seguridad alimenticia es un elemento clave para lograr los
objetivos de desarrollo sostenible (FAO, 2014).



2. CONTAMINANTES QUIMICOS EN ALIMENTOS

La seguridad alimentaria tiene como objetivo que los alimentos sean saludables. Se
ha de asegurar un sistema de control efectivo ademas de evaluar el cumplimiento de
las normas de la Union Europea (UE), gestionar las relaciones internacionales con
paises no pertenecientes a la UE, gestionar relaciones con la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) y garantizar una gestion de riesgos basada en la
ciencia. La FAO trata el concepto de la vulnerabilidad, que puede ser tanto a nivel
socioeconémico debido a que algunos habitantes tengan pocos recursos, como el
desconocimiento de cuales son realmente recursos seguros para lograr dicho fin.

Se requiere un compromiso con las instituciones publicas, el sector industrial y
productivo que distribuye y transforma el producto para que de esta manera se pueda
garantizar la seguridad alimentaria de todos y cada uno de los productos. Es de gran
importancia el papel que desempefia el consumidor ya que este ha de informarse o
incluso exigir la informacién necesaria sobre los productos que mas tarde seran
consumidos por él mismo, para que de dicha manera pueda evitar toxiinfecciones
alimentarias provocadas por la mala manipulacion y preparacion de los alimentos.

El primer eslabdn esté definido desde que se produce el alimento hasta que es
servido en la mesa, engloba el sector agricola donde este ha de asegurar unas buenas
condiciones higiénico-sanitarias adecuadas, un control de contaminantes o
plaguicidas para tratar el propio cultivo, ademas de informar a las autoridades de si
hay alguna presencia sospechosa de algun tipo de problema que pueda afectar a la
salud humana.

El segundo eslabon se puede definir una vez tenido el producto, el cual va a
ser procesado por las industrias alimentarias. En este segundo eslabdn, se ha de
obligar a ofrecer productos adecuados, previamente pasados por un Analisis de
Peligros y Puntos de Control Critico aplicado en Espafia y en otros paises de la UE.
Es importante producir y transformar el producto, pero también es esencial su
distribucion, ya que esta ha de realizarse de forma correcta y adaptada a las
condiciones de cada articulo en particular. Debido a esto, se crearon normativas
europeas que establecen requisitos de higiene alimentaria que han de cumplir los

distintos establecimientos y vias de transporte (AESAN, 2003)



2.1. Definicién
Segun AECOSAN, los contaminantes son sustancias que no se afiaden de forma
intencionada a los alimentos pero si se encuentran en ellos debido a las distintas
etapas a lo largo de toda la cadena alimentaria: produccion, elaboracion,
transformacion, preparacion, tratamiento, acondicionamiento, envasado, transporte y
almacenamiento, o de forma medioambiental, ya que la presencia de estos suelen
tener un impacto negativo sobre la calidad de los alimentos pudiendo originar un riesgo
para la salud humana (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién, 2019)
Esto ha llevado a establecer unos limites méaximos en los que ciertos
contaminantes pueden encontrarse en los productos alimenticios, a través del
reglamento 1881/2006 del 19 de diciembre de 2016. En este reglamento no se
consideran todos los posibles contaminantes, sino solo aquellos que en
concentraciones determinadas pueden suponer un riesgo para la salud publica.

(Comisién Europea, 2006)
La contaminacion de los alimentos puede ser fisica, quimica o bioldgica. En
este caso, la contaminacion que se va a discutir a continuacion es la contaminacion
quimica, producida cuando los alimentos entran en contacto con sustancias quimicas

tanto inorganicas como organicas. (AECOSAN, 2016a)

2.2. Clasificacion
Los contaminantes se pueden clasificar atendiendo a diferentes criterios, uno de los
criterios mas relevantes es clasificarlos dependiendo de su origen, ya sea de origen
natural o de origen antropogénico. Es conocido como sustancia o contaminantes de
origen antropogénico, aquel que se origina mediante actividades humanas las cuales
son desarrolladas de forma diaria como por ejemplo actividades mineras, industriales,
domésticas, entre otras. Por lo contrario, se conoce como sustancia de origen natural
como aquellas sustancias que proceden de fuentes naturales. A continuacion, se

detallan algunos contaminantes en funcién de su origen.
2.2.1. De origen natural

2.2.1.1. Micotoxinas

Son denominadas toxinas fungicas y son compuestos quimicos no antropogénicos

originados por determinadas especies de mohos los cuales crecen sobre los alimentos



en determinadas condiciones de humedad y temperatura. Estas micotoxinas son un
riesgo para la salud tanto en humanos como en animales.

Dentro de las micotoxinas caben destacar aquellas que son producidas por los
géneros Aspergillus, Fusarium y Penicilium que tienen una produccion 6ptima a
temperaturas de entre 24 y 28 °C, temperaturas comunes de ambientes tropicales.
Estas micotoxinas se introducen en la cadena alimentaria a través de cultivos de
cereales destinados a alimentos y piensos. (Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricién)

2.2.1.2. Otras toxinas naturales

Dentro de este grupo hay que mencionar los alcaloides del opio, los alcaloides de
pirrolizidina y los alcaloides del tropano encontrados en plantas de la familia
Brassicaceae, Solanaceae y Erythroxylaceae. (Agencia Espafiola de Seguridad

Alimentaria y Nutricion)

2.2.1.3. Otros contaminantes de origen natural

No todos los alimentos que sean naturales implican que sean sanos ya que algunos
alimentos contienen de forma natural sustancias toxicas que pueden provocar riesgos
para la salud humana. Ningun alimento esta libre de facilitar sustancias toxicas,
aungue estas estén en una pequefia proporcion. Entre los principales contaminantes
de origen natural que nos podemos encontrar, cabe destacar los siguientes:

- Histamina

La intoxicacion por este contaminante es uno de los mas habituales debido al
consumo de pescado el cual no ha sido refrigerado correctamente. Se encuentra de
forma natural como vasodilatador y es producido por una enzima denominada
descarboxilasa proveniente de algunas bacterias. Se encuentra principalmente en los
pescados azules como pueden ser el atin, sardinas, bonito, entre otros. El consumo
de histamina en grandes niveles provoca la denominada “intoxicacion histaminica”
cuyos efectos son originados relativamente a los minutos o pocas horas de ser
ingerida (Elika, 2017).

- Tetrahidrocannabinol (THC)
Es un compuesto psicoactivo natural derivado de la planta de cafiamo Cannabis

sativa, utilizado para fines industriales. Presenta cuatro esteroisomeros aunque el
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principal es el A9-THC. Se encuentran pocos datos disponibles de los niveles de A9-
THC en alimentos de procedencia animal, aunque los efectos que provocan son el
aumento de la frecuencia cardiaca, y dichos efectos, son generados al poco tiempo
de ser ingeridos. Se detectd que en el consumo de leche para adultos oscilaba el
0,001 y 0,03 ng/Kg de peso corporal y para nifios entre el 0,006 y 0,13 pg/Kg peso
corporal y se concluyd que no resultaba un problema para la salud. Segun el
Reglamento (UE) N° 1307/2013, el contenido maximo de THC se encuentra limitado
al 0,2% (p/p) (AESAN, 2020)

- Acido cianhidrico

El acido cianhidrico es un ligquido incoloro proveniente de la hidrélisis de los
glucésidos cianogénicos los cuales son toxinas vegetales. Los glucésidos
cianogénicos estan presentes en alimentos como semillas de lino, almendras o yuca,
y cuando estos se encuentran dafiados las enzimas degradantes hacen que se libere
cianuro. También se ha detectado que los huesos de albaricoques crudos pueden
llegar a contener altos niveles de acido hidrocianico, aunque el consumo de la fruta
de albaricoque no resulta ser una amenaza para la salud ya que este acido se
encuentra en la semilla del interior del hueso y no tiene contacto con la pulpa del fruto.
Se considera que la dosis letal de cianuro es de entre 0,5 y 3,5 mg/Kg de peso
corporal. El Panel CONTAM establecio que la dosis de Referencia Aguda (ARfD) para
cianuro es de 20 pg/Kg de peso corporal (AESAN, 2020).

- Furocumarina
Las Furocumarinas se encuentran presentes en muchas plantas relacionadas con la
zanahoria, plantas citricas o incluso plantas medicinales. Son originadas debido al
estrés producido en dichas plantas como por ejemplo el dafio fisico en ellas. Pueden
originar problemas gastrointestinales o incluso reacciones cutaneas debido a su

ingesta y seguidamente la exposicion a rayos UVA (OMS).

2.2.1.4. Nitratos
Los nitratos son compuestos que se encuentran en el medio ambiente de forma natural
debido al ciclo del nitrégeno. Dentro de los alimentos, se encuentran principalmente

en verduras y hortalizas. También se puede encontrar en aguas superficiales y



subterrdneas. El nitrato tiene un nivel de toxicidad relativamente bajo, pero crea mayor
preocupacion cuando este se convierte en nitrito debido a la reduccion mediante una
bacteria. Los nitritos presentes en la sangre, producen una oxidacion del hierro,
encontrado en la hemoglobina, provocando la incapacidad de transportar el oxigeno
y originando graves problemas para la salud. (Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion)
2.2.1.5. Contaminacion radiactiva

Los alimentos pueden contener de forma natural radionuclidos, que son transferidos
desde el suelo hasta los cultivos los cuales ingeriran posteriormente los animales. En
el caso del agua, la radiactividad es transferida a los peces de rios, mares y lagos. Por
lo general, la presencia de estas sustancias en alimentos y en aguas potables son
muy bajos, pero no se debe obviar que sus concentraciones pueden ir variando
dependiendo de numerosos factores como pueden ser el clima, las précticas agricolas
0 incluso la geologia local. La unidad internacional de radiactividad habitual para
expresar que un alimento esta contaminado por radiacion es el Becquerel (BQ)

(Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria y Nutricién)

2.2.2. De origen antropogénico

2.2.2.1. Metales pesados
Los metales pesados son los principales contaminantes quimicos inorganicos que se
pueden encontrar en los alimentos. Son elementos quimicos cuya densidad relativa
es elevada al igual que su toxicidad hacia el ser humano. A medida que la densidad
relativa de estos aumenta, no implica que su toxicidad lo haga de la misma manera ya
gue algunos no son especialmente toxicos, sino esenciales para el ser humano. La
peligrosidad de los contaminantes inorganicos proviene de la actividad industrial o
minera, ya que sus residuos pueden perdurar en el ambiente durante cientos de afios
provocando la contaminacién de suelos y las aglomeraciones en plantas y tejidos
organicos. Dentro de los metales pesados mas toxicos estan el mercurio, plomo y el

cadmio. (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion)

2.2.2.2. Residuos de productos fitosanitarios
Los productos fitosanitarios, también conocidos como plaguicidas o pesticidas, que
se utilizan para proteger los productos vegetales de los organismos nocivos y a su vez

mejorar la conservacion de estos. El uso de pesticidas en la cosecha hara que estos
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productos permanezcan en los alimentos producidos de manera que en grandes

cantidades pueden perjudicar a la salud.

2.2.2.3. Contaminantes orgénicos persistentes (COPS)
Los Contaminantes orgénicos persistentes son sustancias muy resistentes debido a
la degradacion debido a la fortaleza del enlace carbono-cloro. Son de elevada
toxicidad provocando graves problemas para la salud humana y grandes
contaminaciones en el medio ambiente. Los COPs son ingeridos a través de los
alimentos sobre todo de procedencia animal, ya que estos se acumulan en la grasa
de los animales pudiendo ser ingeridas por el ser humano. (Agencia Espafiola de

Seguridad Alimentaria y Nutricion)

2.2.2.4. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS)

Este grupo esta formado por méas de 100 sustancias quimicas, que se forman durante
la combustion incompleta de sustancias organicas como el carbon, el petréleo y la
gasolina. Este tipo de sustancias estan presentes debido a la contaminacién ambiental
y a acciones como fumar e incluso secar o calentar alimentos. Los alimentos
principales que contienen este tipo de contaminantes son los cereales, el pescado
(ahumado) y alimentos ricos en grasas preparados, generalmente, a la parrilla.

(Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria y Nutricién)

2.2.2.5. Acrilamida

Es una sustancia quimica de origen natural proveniente del almidén que provoca
problemas para la salud cuando sufre procesos de cocinado a elevadas temperaturas
(>120°C) y a baja humedad. Se producen principalmente por los azucares y
aminoacidos presentes en muchos alimentos. Pueden ocasionar graves
consecuencias en el ser humano, como en el aumento de probabilidad del desarrollo

del cancer. (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion)

2.2.2.6. 3-MCPD, glicidol y sus ésteres
El 3-monocloropropano-1,2-diol comunmente conocido como 3-MCPD, es un
contaminante formado durante el procesado de los alimentos, detectado en salsa de
soja y en aceites refinados como aceites de palma. Su consumo en grandes
cantidades provoca problemas renales, ademas, pueden ser causantes del desarrollo

de tumores benignos. (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion)



A modo de resumen, la Tabla 1 recoge los principales contaminantes quimicos tanto

de origen natural como de origen antropogénico.

Tabla 1. Distintos contaminantes, su procedencia y nivel de toxicidad. (Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion).

Tipo de Origen Presencia del Nivel de
Contaminante contaminante toxicidad
Metales Pesados | Antropogénico/Natural Cualquier Elevado
alimento
Productos Antropogénico Vegetales Elevado
fitosanitarios
Micotoxinas Naturales Cereales Elevado
Nitratos Antropogénico/Natural Hortalizas Bajo
COPs Antropogénico Alimentos de Elevado
procedencia
animal
Acrilamida Antropogénico Alimentos con Elevado
gran contenido en
almidén
PAHs Antropogénico Pescado Elevado
3-MCPD, glicidol Antropogénico Salsa de soja, Elevado
y éteres Aceite de girasol
Toxinas Naturales Brassicaceae Elevado
Naturales
Contaminacion Naturales Cualquier Bajo
Radiactiva alimento

Como se ha destacado en la Tabla 1 hay contaminantes que pueden encontrarse
tanto de forma natural como de forma antropogénica. En el caso de los metales
pesados o los nitratos, pueden ser afiadidos mediante actividades agricolas o por el
contrario pueden ser producidos de forma natural. La acrilamida es un compuesto que
que se produce abundantemente en los alimentos debido a etapas de
procesado/calentamiento (fritura, tostado, asado,...) de los mismos. Por tanto, se
trataria en este caso de un contaminante de caracter antropogénico. Un caso en
particular con respecto a los metales pesados, es que algunos suelos pueden ser ricos
en arsénico y este puede transferirse a lo que se cultive en dichos suelos, por lo que

en este caso la contaminacion por parte del arsénico es de forma natural. Esto es muy



comun en el cultivo de arroces; la elevada cantidad de arsénico en arroz se atribuye
a su presencia en suelos.

En Andalucia se desarrollé un Plan de control de peligros quimicos (Consejeria
de Salud, 2018) modificado en el aifio 2018. El objeto de este plan era comprobar que
los productos alimenticios en el mercado no presentaban residuos de contaminantes,
plaguicidas o de aditivos a niveles mayores de los permitidos en la norma vigente. En
este plan se controlan los riesgos quimicos asociados a la presencia de micotoxinas,
nitratos, metales pesados, dioxinas, residuos de plaguicidas, entre otros. En el periodo
del 2008 al 2010 se realizé un estudio de muestras en las distintas provincias como
puede observarse en la Figura 1. Se analizaron en laboratorios provinciales
detectandose un total de 55 conformidades suponiendo el 2% del total de las muestras

analizadas, distribuyéndose como indica la Figura 2.

600
500 1

400

300

2001

100 '
" !

ALMERIA CADIZ CORDOBA GRANADA HUELWA MALAGA SEVILLA

N’ muestras

Figura 1. Distribucion de las muestras analizadas en Andalucia durante el periodo 2008-2010.
(Consejeria de Salud, 2011)
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Figura 2. Distribucién de los diferentes contaminantes determinados en el 2% de las muestras

contaminadas. (Consejeria de Salud, 2011).

3. TOXINAS NATURALES
Dentro de los contaminantes mencionados, este trabajo de fin de grado pone el foco
en los alcaloides tropanicos que son un tipo de toxina de origen natural. Las toxinas

naturales son compuestos provenientes de organismos vivos, que pueden ser toxicos



para el ser humano. Las toxinas naturales suelen ser producidas por plantas, hongos
o incluso algas que pueden llegar a ser consumidas de forma directa o indirecta. Los
efectos producidos pueden ser desde intoxicaciones agudas, reacciones alérgicas
hasta dolor de estdbmago intenso o incluso la muerte. Algunas toxinas son producidas
por plantas debido a su mecanismo de defensa contra insectos, microorganismos,

entre otros.

3.1. Micotoxinas

Las micotoxinas son compuestos téxicos producidos de forma natural por mohos
(hongos). Estos mohos pueden crecer en cereales, frutos secos, espinacas y nueces.
Se desarrollan tanto de manera previa como después de la cosecha, en el
almacenamiento si se presentan las condiciones de humedad y temperaturas céalidas
propicias. Se conocen cientos de micotoxinas pero entre las mas comunes
encontramos la patulina, fumonisinas y nivalenol, las cuales provocan problemas para
la salud humana y también para el ganado.

Los sintomas de la ingesta de micotoxinas dependen del tipo de estas, ya que
algunas provocan sintomas de forma mas o menos inmediata al consumir productos
contaminados por micotoxinas o por lo contrario, pueden desarrollarse los sintomas a
largo plazo. De los cientos de micotoxinas existentes, alrededor de una docena son
las que provocan efectos mayores.

Las aflatoxinas son unas de las micotoxinas mas venenosas, las cuales son
producidas por mohos de la familia Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus que se
desarrollan en los suelos de henos y vegetacién en descomposiciéon. Un dato
interesante, es que estas toxinas también se pueden encontrar en productos como la
leche de animales los cuales han sido alimentados con piensos contaminados de
estas toxinas. Un exceso de estas micotoxinas, producen dafios en el higado e incluso
pueden llegar hasta dafar el ADN (genotoxicidad). La ocratoxina A es otra micotoxina
importante proveniente de las especies Aspergillus y Penicilium que se suele
encontrar en frutos secos, granos de café, cereales, vinos, regaliz, entre otros,
provocando fallos renales y efectos perjudiciales sobre el desarrollo fetal. Las
principales micotoxinas encontradas en alimentos se reflejan en la Tabla 2 junto con

sus efectos toxicos (Elika, 2017)
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Tabla 2. Principales micotoxinas.

Micotoxinas Hongo Efectos téxicos Alimentos implicados
productor
Aflatoxinas Aspergillus Hepatotéxica, Maiz, arroz, cacahuete,
(B1,B2,G1,G2,M1) Inmunotoxica pistachos
Aspergillus Inmunotoxica, Maiz, trigo, cebada,
Ocratoxina A mutagénica, trastornos cerveza, regaliz, cacao

neurolégicos

Fumonisinas Fusarium Neurotoxica, Maiz, trigo, soja, cebada
(B1y B2) Inmunotoxica

Tricotecenos Fusarium Necrosis cutaneas, Centeno, avena, cebada
(DON,T2 y HT-2) hemorragias,

Inmunotdxica

Fusarium Efectos estrogénicos, Maiz trigo, cebada, avena
Zearalenona problemas
reproductivos

Penicilium Trastornos Manzana, zumos, sidra
Patulina neuroldgicos,
nefrotoxica,
mutagénica

Para poder minimizar el riesgo de las micotoxinas es importante que los alimentos no
presenten humedad y que estén bien almacenados. El grano no ha de estar dafiado
ni antes ni después del secado, ya que si este se encuentra dafiado es mas propenso
invasiones de mohos, los cuales generan las micotoxinas.

La OMS junto con la FAO es la responsable de valorar los riesgos para los
seres humanos, a través de la contaminacion de los alimentos y de recomendar su
proteccion. El Comité Mixto FAO / OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA)
realiza evaluaciones de riesgo de micotoxinas en los alimentos. Los gobiernos y la
Comisioén del Codex Alimentarius utilizan esta evaluacion para determinar los niveles
maximos de alimentos o proporcionar otras recomendaciones de gestion para
controlar o prevenir los riesgos de contaminacién. Las reglas del Codex se utilizan
como referencias para los suministros alimentarios nacionales y para los comercios,
consiguiendo asi la tranquilidad de todo el mundo para poder comprar alimentos libres
de toxinas.

El JECFA esta formado por un grupo de expertos que realizan revisiones
cientificas cuyos datos obtenidos generaron un nivel maximo de ingesta que pudiese
ser tolerable y no generase preocupacion para la salud.

Los niveles maximos establecidos en los alimentos son muy bajos debido a la

alta toxicidad de estos. Por ejemplo, para las aflatoxinas el CODEX establecio en
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diversos frutos secos, cereales y leches entre 0,5y 15 ug/Kg. Otro limite, pero en este
caso para la patulina, el Codex establecio en el jugo de manzanas un méaximo de 50

po/L.

3.2. Alcaloides tropéanicos

3.2.1. Introduccion

Los alcaloides del tropano son metabolitos secundarios producidos de forma natural
a través de plantas de varias familias como pueden ser Brassicaceae, Solanaceae y
Erythroxylaceae. Los extractos de algunas plantas que contiene alcaloides tropanicos
como atropina, escopolamina e hiosciamina se han utilizado para fines médicos
durante siglos (AECOSAN, 2016b). El grupo de alcaloides tropanicos esté presente
en mas de 200 compuestos, caracterizados de forma general por dos anillos, uno
pirrolidinico y otro piperidinico, un solo atomo de nitrégeno y dos atomos de carbono.
En la Figura 3 se muestra como ejemplos dos estructuras de alcaloides tropanicos.

N HaC—N
OH

O~ OH

O 0

Tropano Hiosciamina

Figura 3. Estructura de los distintos alcaloides.

Los alcaloides tropanicos proceden de plantas de diferentes familias como pueden ser
Brassicaceae Convolvulaceae, Erythroxylaceae, Euphorbiaceae, Olacaceae,
Proteaceae, y Rhizophoraceae siendo la mas conocida la familia Solanaceae. Los
géneros como Datura, Brugmansia, Hyoscyamus, Atropa, Scopolia, Anisodus entre
otros, son los que presentan mayor contenido en alcaloides tropanicos. La mas
conocida por su contenido en alcaloides tropanicos son las del género Datura, en
concreto la especie Datura stramonium, llamada estramonio, floripon, burladora,
hierba del diablo, entre otros. Esta planta (Figura 4) proviene de la familia de las

solanaceas, pudiéndose encontrar en zonas calidas, cuyas semillas se pueden
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encontrar en grandes cultivos agricolas como en semillas de lino, soja y sus productos.
(ELIKA, 2011)

Figura 4. Datura Stramonium (ELIKA, 2013).
La toxicidad de las plantas de Solandceas se puede achacar a su contenido de

alcaloides tropénicos, es decir a la cantidad relativa de atropina, hiosciamina y
escopolamina. La ingesta de estos alcaloides se puede desarrollar de manera
intencionada o de forma involuntaria. En el caso de la ingesta de forma involuntaria,
se debe a la contaminacion de alimentos por este tipo de plantas o por ser consumidas
de forma accidental (Chan, 2017). Los alcaloides tropanicos pueden provocar graves
problemas para la salud humana, pero si son suministrados en dosis bajas, pueden
llegar a ser beneficiosos para tratamientos médicos. Los efectos que suelen producir
en humanos son mareos, visidbn borrosa, vomitos, piel roja, taquicardia, o incluso
puede llegar a ocasionar la muerte.

Los alcaloides tropanicos mas relevantes son la (-)-escopolamina y la (-)-
hiosciamina siendo ambos ésteres del tropano. La atropina es la mezcla de (-)-
hiosciamina y (+)-hiosciamina, compuestos generados debido al carbono a asimétrico
del acido trépico (EFSA, 2013).

3.2.2. Atropina

La atropina esta constituida por una mezcla de dos isomeros denominados L- y D-
hiosciamina, aunque el isémero L es el responsable de su actividad. En la Figura 5
se muestra su estructura, que presenta forma de una amina terciaria, soluble en
lipidos, constituida por un éster de acido trépico junto a una base organica (EFSA,
2013).
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Figura 5. Estructura de la atropina.
Se emplea de manera habitual en el ambito médico, en el caso concreto como
anestésico, para cirugias, cardiologias o incluso en oftalmologia. La Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecié una dosis aguda de 0,016 pg/kg
de peso corporal, aunque dicha dosis es 100 veces inferior a las dosis terapéuticas
(ACSA, 2011).

3.2.3. Escopolamina

La escopolamina es un alcaloide obtenido de las plantas de la familia de las
solanaceas, comunmente se conoce como borrachero y su fruto como cacao
sabanero. Presentan una treintena de semillas las cuales contienen la suficiente dosis
de escopolamina como para intoxicar a un adulto (Bernal et al., 2013). Su estructura,
gue se puede observar en la Figura 6, esta constituida por ésteres organicos de un
acido aromatico y una base nitrogenada terciaria. Su estructura es muy parecida a la

de la atropina, pero en este caso contiene un grupo epoéxido.

HsC—N

O- OH

O

Figura 6. Estructura de la escopolamina.
Los sintomas que ocasiona la ingesta de escopolamina son sequedad de la boca,
dificultad para hablar, dilatacion pupilar, hipertensioén, entre otras. La intoxicacién por

escopolamina, puede llegar a ocasionar sintomas de alucinaciones o alteraciones en
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el estado de animo, por lo que se puede llegar a utilizar para implicaciones
psiquiatricas. (Bernal et al., 2013).

Las intoxicaciones mediante escopolamina, puede ocurrir de forma involuntaria
0 por ingesta intencionada de vegetales. La ingesta de forma involuntaria puede
originarse en alimentos como el alforfébn o el maiz, o por ingesta de los frutos de la
propia planta, ya que puede llegar a confusion con frutos como en el caso de los de
Atropa Belladona que puede llegar a confundirse con moras (Chen et al., 2016).

3.2.4. Normativa sobre alcaloides tropanicos

En el Reglamento (CE) N° 1881/2006 de la Comision del 19 de diciembre de 2006, se
fij6 el contenido maximo de algunos contaminantes en los productos alimenticios, pero
este no incluye el contenido maximo de alcaloides tropanicos en alimentos. (Comision
Europea, 2006). Sin embargo, se hizo una modificacion en el afio 2016 que modifica
el Reglamento (CE) N° 1881/2006 con respecto al contenido maximo de alcaloides
tropanicos en alimentos en base de cereales para lactantes y nifios. El contenido
maximo fijado, tanto para escopolamina como para atropina, fue de 1 pg/kg. Se hizo
una recomendacion por parte de la Union Europea, Recomendacion (UE) 2015/976
de la Comision de 19 de junio de 2015, con respecto al seguimiento de la presencia
de alcaloides tropanicos en alimentos (Comisiébn Europea, 2016). En este se
recomienda controlar la presencia de alcaloides tropanicos dandole importancia a
productos sin gluten o cereales cuyo fin es producira través de estos, alimentos para
lactantes de nifios con corta edad, legumbres frescas, té e infusiones.

En estos casos, el limite de cuantificacién de atropina y escopolamina no ha de
ser superior a 10 ug/kg y preferiblemente inferior a 5 ug/kg en el caso de infusiones o
productos agricolas. En el caso de cereales, legumbres o productos acabados,
preferiblemente no ha de ser superior a 2 ug/kg.

Con el fin de proteger la salud publica, el articulo 2 del Reglamento (CEE) n°
315/9310 el Consejo acordd que cuando fuese necesario se han de implantar unas
tolerancias maximas para algunos contaminantes especificos. De acuerdo con el
Reglamento (UE) n° 37/2010 de La Comision para sustancias farmacolégicamente
activas, define a la Atropa belladona y la atropina como sustancias permitidas, aunque
siempre respetando unos valores limite, como ya se ha indicado anteriormente. Con
respecto a la alimentaciéon animal, la cantidad de semillas de malezas y frutas sin

moler o sin triturar, los cuales contienen alcaloides, ha de ser inferior a 3000 mg/Kg y
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siendo mas concretos, para semillas de Datura ha de ser inferior a 1000 mg/Kg.
(EFSA, 2013)

3.2.5. Antecedentes. Estudios de la presencia de alcaloides tropanicos en alimentos

La deteccion y determinacion de contaminantes organicos en alimentos es
relativamente compleja debido a que se necesitan equipos sofisticados y ademas,
existe un numero elevado de variedades, incluyendo también, compuestos con
propiedades fisicoquimicas muy variables a niveles de concentracion bajos.

Una de las metodologias mas utilizada para determinar contaminantes
organicos a nivel de multi-residuo es el acoplamiento cromatografia-espectrometria
de masas (GC-MS). Es una técnica con una elevada selectividad y sensibilidad para
analisis de compuestos apolares, volatiles y térmicamente estables. En el caso de la
atropina y la escopolamina se ha de introducir una etapa de derivatizacion para poder
determinarlos mediante GC-MS. De esta manera, es por lo que cada vez se utiliza
mas la cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) (Ibafiez, 2018). Existe
el consumo accidental de hojas de Datura innoxia ya que esta contiene un aspecto
muy parecido y pueden llegar a confundirse con hojas de espinacas (Figura 7). El
altimo caso notificado fue en 2019 donde 108 personas fueron hospitalizadas en
Turquia tras ingerir espinacas supuestamente contaminadas de escopolamina y

atropina (Castilla et al., 2021).

Figura 7. Hojas de Datura innoxia (A) y espinacas (B) (Castilla et al., 2021)

Otro caso detectado fue en Uganda en 2019, ocasionado por un producto conocido
como “Super Cereal”. Entre el 13 y 20 de marzo de 2019 se detectaron un total de

278 casos relacionados con la ingesta de este cereal con un total de cinco muertes
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asociadas. Los sintomas que presentaron las personas que ingirieron este cereal
fueron dolor de cabeza, dolor abdominal, boca seca, entre otros. Se hicieron varios
estudios con ayuda de distintos laboratorios y todos ellos afirmaron la presencia de
alcaloides tropanicos, como atropina y escopolamina en concentraciones de elevado
nivel (Haughey et al., 2020).

Se realiz6 un estudio con muestras de cereales para bebés localizadas en un
supermercado de Almeria, en Espafa, dando como resultado presencia de
escopolamina, atropina y apoatropina aunque no se tienen datos de haber ocasionado

problemas para la salud debido a estos contaminantes (Marin et al., 2019b).

4. METODOS PARA EL ANALISIS QUIMICO DE ALCALOIDES TROPANICOS

Es esencial conocer la presencia de los alcaloides tropanicos tanto en productos
alimentarios primarios como en sus derivados, para asi, poder velar por la seguridad
alimentaria. La autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) public6 un
articulo en 2016 donde se detallaba la presencia de alcaloides tropanicos en Europa
en los ultimos afios (Comision Europea, 2016). También se publicaron los métodos de
andlisis mas habituales utilizados para identificarlos en los distintos alimentos. Se
hace especial referencia a la cromatografia de gases (GC) y a la cromatografia de
liquidos (HPLC) acoplada a espectrometria de masas (GC-MS, HPLC-MS) como
sistema de deteccidn. Previamente se le ha de realizar una purificacion para poder
extraer los alcaloides tropanicos con la ayuda de disolventes, como pueden ser el
metanol o el acetonitrilo. También se ha de purificar la muestra, haciéndola pasar por
un filtro, para luego poder introducir el extracto en un cromatografo de liquidos o de
gases, los cuales presentan columnas C18 (silice adulterada con cadenas de
dieciocho carbonos), para que por ultimo se detecten en un espectrémetro de masas
(Mulder et al., 2016).

En el caso de que existan gran variedad de analitos de interés en la misma
muestra, es recomendable la HPLC con columna de fase reversa tipo C18 acoplada
a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo, ya que este presenta una elevada
sensibilidad y precision. En este apartado se va a desarrollar los procedimientos,
descritos en la Figura 8, para aislar, determinar y cuantificar los alcaloides tropanicos

a partir de la muestra.
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Figura 8. Etapas principales de los métodos analiticos.
4.1. Tratamiento de muestra

Como se ha descrito anteriormente en la Figura 8, el tratamiento de la muestra en
alimentos esta basado principalmente en la extraccién sélido-liquido (SLE), extraccion
en fase solida (SPE) y el método de QUEChERS, que es un método muy extendido
basado en la combinacién de los dos procedimientos anteriores.

4.1.1. Extraccién solido-liquido

La extraccion sélido-liquido (SLE) es uno de los métodos de tratamiento de muestra
para analisis de alimentos mas comun. Se utilizan disolventes moderadamente
polares que mejoran la extraccion de los alcaloides tropanicos en un medio
acuoso/organico, originando condiciones acidas que provocan la protonacion de la
estructura haciéndolos elevadamente polares (Goncalves et al., 2020).

Este proceso se lleva a cabo mediante el contacto de una cantidad de muestra
con el disolvente adecuado. Posteriormente, la mezcla es sometida a diversos
procesos dependiendo de la fortaleza de las interacciones presentes entre analito-
matriz. Siempre se ha de asegurar la extraccion completa del analito, extrayendo la
maxima cantidad de interferencias, ya que estas pueden llegar a causar problemas a
la hora de determinar el analito de interés (Camara, 2004). Dentro de los procesos de
extraccién solido-liquido caben destacar las siguientes modalidades: extraccion
Soxhlet, extraccion con fluidos supercriticos, y extraccion asistida por microondas. A

continuacion, se pasan a describir los métodos mas importantes.
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41.1.1. Extraccidon Soxhlet

Salida de agua
e

Refrigerante —>

Entrada de agua
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solvente +extraido
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Figura 9. Esquema de una SLE tipo Soxhlet (Nufiez, 2008)

En esta técnica la muestra se pone en contacto de forma continua con el disolvente
condensado el cual procede de un matraz de destilacion. Cuando el disolvente
alcanza un nivel determinado, el disolvente que contiene el analito es devuelto al
matraz de destilacibn mediante un sifon. Este proceso se repite sucesivamente hasta
conseguir la extraccién de forma completa. Debido a que se utiliza una cantidad mas
0 menos elevada de disolvente, este se ha de evaporar posteriormente. Con esta
técnica se consigue la extraccion de analitos los cuales estan fuertemente atraidos a
la matriz. Hay que tener en cuenta que esta técnica se ha de utilizar cuando el analito
gue queremos determinar es resistente a la temperatura de ebullicién del disolvente,
de esta manera nos aseguramos que no haya pérdida por volatilizacion (Rodriguez et
al., 2007). En la Figura 9 se muestra un esquema de una extraccion solido-liquido tipo
Soxhlet. Como ventaja principal, esta técnica presenta como ventaja principal el
reducido coste del montaje y la eficacia de extraccion para algunos casos como la
determinacion del contenido graso total. Sin embargo, se emplean elevadas
cantidades de disolventes toxicos y requiere tiempos de extraccion muy altos. Por
altimo, los extractos obtenidos suelen requerir etapas adicionales de purificacion. Por
este motivo, el uso de este método no esta tan extendido para la determinacion de

contaminantes en alimentos.
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4.1.1.2. Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

Se define un fluido supercritico (FS) aquel que tiene la temperatura y la presion por
encima de sus valores criticos. Los FS presentan propiedades adecuadas para la
extraccion de compuestos organicos en muestras soélidas, debido a que la viscosidad
de los FS es entre 5 y 20 veces inferior a la de un liquido, mejorando la eficacia del
proceso de extraccion. El fluido supercritico mas empleado es el CO2 ya que es
guimicamente inerte, no toxico y su punto critico puede alcanzar los 31°C y 71,8 atm..
En el caso de que los compuestos sean polares, se utilizard N2O (Rodriguez et al.,

2007). En la Figura 10, se muestra el proceso de extraccion con fluidos supercriticos.

FS RECICLADO [TAJUSTEA Fs
| CONDICIONES ¢
L EXTRACCION |
ENTRADA
AN/ FS + EXTRACTO | [SEPARADOR| |EXTRACTO
[exTRACTOR| >
——— 3
ALIMENTACION REFINADO
MEZCLA

Figura 10. Proceso de extraccion con fluidos supercriticos que incluye reciclado del FS (Rodriguez et
al., 2007).

4.1.1.3. Extraccion asistida por microondas (EAM)
Diversas investigaciones han estudiado la extraccién asistida por microondas para la
obtencion de compuestos activos y metabolitos secundarios. Algunas ventajas de
dicha extraccion son el uso de solventes a altas temperaturas donde estos se
introducen en la matriz con mayor facilidad y a su vez extraen los compuestos de
interés, se reducen los tiempos de extraccion donde suelen ser inferiores a 30 min y
originan altos rendimientos de extraccion.

En esta extraccion, representada en la Figura 11, la muestra se introduce en
un recipiente de teflén junto con el disolvente y ambos son sometidos a microondas.
De esta manera conseguimos que el disolvente se caliente produciendo una

extraccion eficaz en un tiempo relativamente corto (Rodriguez et al., 2007).
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Figura 11. Diagrama de equipo EAM (Mosquera, 2012)
4.1.2. Extraccion en fase solida (SPE)

Es una de las técnicas mas utilizada para muestras liquidas e incluso gaseosas.
Mediante la SPE se consigue purificar y concentrar los analitos de interés mediante la
retencién selectiva de los mismos en una fase sélida, que suele tener unas
propiedades similares a las fases estacionarias empleadas en HPLC. Presenta
diversas ventajas, como la baja manipulacibn de la muestra, alto poder de
concentracion, bajo consumo de disolvente y presenta la posibilidad de poder ser
automatica. El adsorbente se encuentra retenido en discos, cartuchos o jeringas,

Figura 12. Los discos permiten utilizar muestras de 2 a 4 L.

Figura 12. Formatos de SPE: jeringa, cartucho y discos (Canosa, 2008)

Para poder hacer dicho proceso se necesita una preparacion de la muestra, mostrado
en la Figura 13. La primera etapa es denominada acondicionamiento de la fase
estacionaria, donde se pasa a través del cartucho un disolvente para poder eliminar
asi las impurezas e hidratar la fase estacionaria, ya que de esta manera se facilita la
transferencia de materia. Una segunda fase denominada como el paso de la muestra
a traves del material adsorbente, donde el objetivo es retener los analitos de interés y
conseguir cierto grado de selectividad. Una tercera etapa de lavado, donde se utilizan
disolventes con gran afinidad por las interferencias que nos pueden perjudicar a la
hora de determinar nuestros analitos de interés. Por ultimo, hay una etapa de elucion

donde con disolventes adecuados, recuperamos el analito de la fase adsorbente. Para
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ello se utiliza un volumen de disolvente pequefio. Las fases adsorbente mas comunes
en SPE son la de silice enlazada, carbon grafitizado, silica gel y éxidos de aluminio
(Canosa, 2008).

Pasodela Limpiezade Elucion de los
Acondicionamiento  ,,estra columna compuestos

56 & & O

a3

Elucion de 0,

e o
interferencias o Analitos

Figura 13. Esquema de preparacion de muestra mediante SPE (Canosa, 2008).

4.1.3. QUEChERS

Para poder garantizar unos resultados precisos y fiables, hay etapas decisivas como
son la preparacion de la muestra y la extraccion. Entre los procesos de extraccion
cabe destacar la extraccion en fase solida dispersiva (dSPE) debido que es uno de
los métodos mas rapidos y sencillos. Asi fue denominado el método QUEChERS cuyo
nombre viene del acrénimo inglés de “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe” que traducido al espafol viene a referirse como rapido, facil, barato, efectivo,
robusto y seguro.

El método QUEChERS (Figura 14) permite la extraccion de un gran niumero de
residuos de una forma simplificada. Consiste en una combinacién de dos etapas: en
la primera de ellas se produce una extraccion soélido-liquido simple, tipicamente con
acetonitrilo, afiadiendo diversas sales como sulfato de magnesio, cloruro sédico y
acetato de sodio para reducir la solubilidad de los compuestos de interés en la fase
original por efecto salino. En la segunda fase se lleva a cabo una extraccion en fase
sélida dispersiva (dSPE). Esta Ultima etapa se realiza adicionando sulfato de
magnesio y un sorbente, generalmente, una amina primaria y secundaria o incluso
grafito, que sirve para eliminar compuestos interferentes. Cada una de las sales
mencionadas anteriormente presenta diferentes funciones a la hora de realizar la fase
de extraccion:

- Sulfato de magnesio (MgSOa): se utiliza para mejorar la recuperacion del

analito debido a que retiene el agua.
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- Cloruro Sédico (NaCl): ayuda a controlar la polaridad favoreciendo la
separacion entre la fase acuosa y orgénica.

- Acetato de Sodio (NaC2H302): ayuda a la regulacion del pH.

En la segunda etapa, como ya se ha mencionado anteriormente, se realiza una

limpieza del extracto mediante una extraccion en fase dispersiva. En esta etapa

facilita la eliminacion del agua y compuestos en la matriz los cuales pueden

provocar interferencias a la hora de realizar el analisis. Los sorbentes y sales mas

empleados en esta etapa son:

- Amina primaria/secundaria: se utiliza principalmente para eliminar &cidos
organicos o pigmentos.

- Sulfato de Magnesio: se utiliza para eliminar el exceso de agua.

- Sorbente Cis: elimina grasas, esteroles e interferencias no polares de la
muestra

- Carbon negro grafitizado: Elimina pigmentos de la muestra como clorofilas y
carotenoides.

Una vez terminada la etapa de extraccion, el extracto puede analizarse mediante

cromatografia de gases o cromatografia liquida (Fuentes et al., 2010).
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Figura 14. Procedimiento en una extraccion QUEChERS (Amaral et al., 2016). En un Tubo Falcon con
muestra sélida se adiciona el disolvente extractor el cual contiene sales, durante este procedimiento se
aplica agitacién en vortex. Por Ultimo, se centrifuga. Se toma la alicuota correspondiente y se introduce

en un vial preparado para el analisis.

4.2. Etapade determinacién

La alta polaridad de los alcaloides tropanicos requiere el uso de mezclas de agua,
metanol o acetonitrilo para su extraccion tanto en matrices animales como en material
vegetal. Las propiedades fisicoquimicas de estas especies hacen que el analisis por
cromatografia liquida sea el método mas adecuado. No obstante, también se ha
utilizado la cromatografia de gases, empleando reacciones de derivatizacion. Con la

mejora de la instrumentacion, la mayoria de los métodos utilizados se basan en la LC-
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MS/MS o en la cromatografia liquida-espectrometria de masas de alta resolucion (LC-
HRMS) (Goncalves et al., 2020). A continuacion, se pasan a desarrollar los métodos

utilizados para la determinacion de los alcaloides tropanicos.

4.2.1. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica de separacion que presenta una gran
resolucidon para analizar muestras complejas, aunque se encuentra restringida para
especies relativamente volatiles y poco polares. La Figura 15 muestra un esquema
de la configuracion tipica de un equipo GC. En esta técnica se inyecta una pequefa
cantidad de muestra la cual sera separada por una corriente de gas inerte a una
temperatura elevada.

Al inyectar la muestra se ha de asegurar la completa vaporizacién de la misma
de forma mas o menos inmediata. Los componentes de la muestra pasan a través de
la fase estacionaria (dispuesta dentro de una columna), siendo las mas utilizadas las
columnas capilares. La columna se encuentra dentro de un horno termostatizado. El
objetivo de esta técnica es la separacion de los componentes que en este caso se
producen por la diferente volatilidad y afinidad hacia la fase estacionaria de cada uno
de los componentes a separar por la columna, y por el tiempo de retencién en la
columna. Gracias a las diferentes afinidades por la fase estacionaria de los
componentes de la muestra, se consigue la separacion de estos (Gutiérrez y Droguet,
2002).

Los gases portadores en cromatografia de gases no afectan a la separacion,
debido a que no tienen influencia sobre los procesos de sorcién-desorcion, por lo que
no afectan a la selectividad de esta. El control de la velocidad del gas portador a través

de la columna, se realiza mediante valvulas que suministran el caudal constante.
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Figura 15. Esquema de un cromatégrafo de gases
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4.2.2. Cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC-MS)

La cromatografia de gases, como ya se ha mencionado anteriormente, es una técnica
separativa que tiene la cualidad de conseguir la separacion de mezclas complejas.
Tiene como desventaja que una vez separados los componentes, detectados e incluso
cuantificados, solo obtenemos como resultado los tiempos de retencion de los
distintos componentes. En el caso de muestras complejas, el cromatograma presenta
gran cantidad de picos, algunos de ellos muy proximos, resultando dificil su
identificacion de manera rapida y fiable. (Gutiérrez y Droguet, 2002). Cuando se
analiza una muestra que contiene un elevado nimero de componentes, estos datos
no son suficientes para realizar una identificacion inequivoca.

Para poder resolver esta situacidn, se ha combinado la técnica de
cromatografia de gases con la espectrometria de masas (GC-MS), dando origen a las
llamadas técnicas hibridas, que permite realizar la separaciéon y a su vez la
identificacion de muestras complejas. Ambas técnicas trabajan en fase gaseosa y
necesitan una pequefa cantidad de muestra para realizar el analisis. Al introducir una
mezcla de compuestos en un cromatografo de gases, estos se separardn en la
columna cromatogréfica obteniendo la elucion de los componentes que pasan de
forma sucesiva al espectrometro de masas. El espectrometro de masas actla a su
vez como detector cromatografico. Cada componente se registra en forma de pico
cromatografico dando lugar a un cromatograma total de iones. Por otra parte, la
informacion del tiempo de retenciébn es complementada con el espectro de masas

respectivo.

4.2.3. HPLC
La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) ha sido la técnica de separacion
mas utilizada. Es una técnica idonea para separar compuestos polares, térmicamente
inestables y pocos polares, sin tener que incluir ninguna etapa previa al analisis de
derivatizacién. En esta técnica se pueden distinguir dos tipos de fases, una de ellas
estacionaria que se encuentra en el interior de la columna y la otra es una fase movil
gue pasa a traves de la fase estacionaria mediante bombas de alta presion.

La composicién y la polaridad de la fase movil son conocidas y controladas, ya

qgque se puede trabajar con una composicién constante, conocida como modo
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isocratico, o por lo contrario con una variacién en la composicién conocida como modo
de trabajo en gradiente.

En ambos casos, al inyectar los analitos, empleando una valvula rotatoria
multiposicion, estos son insertados a la columna. Las interacciones de los diferentes
componentes de la muestra con la fase estacionaria dependen de la naturaleza de
cada uno de ellos, lo que implica que unos componentes sean mas retenidos en la
columna y no se eluyan de forma sencilla debido a la afinidad de estos por la fase

estacionaria (Gutiérrez, 2019).

4.2.4. Cromatografia de liquidos/espectrometria de masas (HPLC-MS)

La espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida se ha extendido en las
ultimas décadas por su gran aplicacién a campos como el control del medioambiente
y la seguridad de los alimentos. La uniébn de una técnica separativa con gran
versatilidad (HPLC) y la selectividad propia de la espectrometria de masas
proporcionan gran informacion a nivel estructural y de composicion elemental de las
especies a partir de experimentos de fragmentacién. Los equipos de HPLC-MS
pueden tener varios tipos de interfases, aunque la ionizacion por electrospray (ESI)
junto con la ionizacién quimica a presion atmosférica (APCI) son los principales
métodos. Los iones generados en la interfase son acelerados hacia un analizador y
son separados en funcién de su relacion masa/carga (m/z) mediante el empleo de
campos eléctricos, magnéticos o combinaciones de ambos. Algunos de los
analizadores mas comunes que se utilizan son los de cuadrupolo, trampa de iones,

tiempo de vuelo y trampa de iones orbital (Orbitrap).

Los iones que llegan al detector producen una sefal, la cual es procesada,
obteniendo asi un espectro de masas donde se representan las abundancias relativas
obtenidas en funcion de la relacion masa/carga de los iones detectados. (Grimalt,
2009)

Cuando se trata de matrices complejas, como en este caso alimentos, es
esencial una resolucion de masa adecuada. En los Gltimos afios la espectrometria de
masas de alta resolucién (HRMS) ha ganado reputacion como una técnica sensible y

selectiva ya que permite la adquisicion de espectros en modo full-scan o barrido
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completo, los cuales pueden almacenarse y ser utilizados a posteriori para identificar
compuestos desconocidos en la muestra (Lucci et al., 2016).

Por otro lado, la espectrometria de masas en tandem (MS/MS) permite el
aislamiento de un ion, su posterior fragmentacion en una camara de colision y por
altimo el andlisis de la masa de los fragmentos obtenidos. A pesar de su alta
sensibilidad y selectividad, los instrumentos LC-MS/MS a veces se ven limitados
debido a efectos matriz a la hora de cuantificar a nivel de trazas. Los patrones internos
marcados con isotopos estables, proporcionan una solucién a estos problemas
(Binder, 2008).

Como se ha dicho anteriormente, la cromatografia se utiliza para separar
compuestos, pero para poder identificarlos y cuantificarlos se requiere un detector de
alta sensibilidad y selectivo. Gracias al acoplamiento a detectores espectrometria de
masas de alta resolucion como el de tiempo de vuelo (TOF) o la espectrometria de
masas en tandem como es el triple cuadrupolo (QqQ) mostrado en la Figura 17, es
posible desarrollar métodos que cuantifiguen la presencia de los compuestos a
determinar mediante su relacidén carga masa (m/z). Para dicho acoplamiento entre el
cromatografo y el espectrofotbmetro de masas es necesario una fuente de ionizacion,
esto es debido a que los compuestos que salen de la columna salen en estado liquido
y el equipo de masas trabaja con muestras en estado gaseoso. La ionizacion por
electrospray (ESI), mostrada en la Figura 16 es una de las mas utilizadas, la cual se
caracteriza por producir una ionizacion suave a presion atmosférica. Consiste en
aplicar una diferencia de potencial en el terminal del capilar el cual transporta la fase
movil y la entrada al espectrémetro de masas. La diferencia de potencial junto con el
gradiente de presion son los encargados de la entrada de los iones al detector.

En la cAmara de desolvatacion, la gota adquiere un tamafio cada vez mas
pequefio, de tal manera que cuando las fuerzas coulombianas de repulsiéon de las
cargas superficiales vencen la tensidén superficial de las gotas, estas “explotan”
produciéndose paulatinamente una transferencia de las cargas hacia los analitos que

tengan afinidad para aceptarlas (Stroobant, 2007).
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Figura 16. Mecanismo de produccidn de iones por electrospray (Quintela et al., 2005).

El primer paso consiste en la formacion de un cono liquido en la punta del
capilar que por la accién de un gas de nebulizacion y la diferencia de potencial,
produce gotas cargadas. Seguidamente, se produce la evaporacion del disolvente de
la fase movil junto con los tampones presentes en ella, aumentando de ésta manera
la densidad de carga eléctrica en el interior de la gota.

Cuando las fuerzas de repulsion electrostatica de las cargas, es superior a la
tension superficial que las mantiene unidas, se produce la fisibon de las gotas
produciendo gotas de menor tamafio. Este proceso se produce de manera sucesiva
hasta producir iones cargados, los cuales entran al espectrémetro de masas.

El analizador que probablemente se emplea mas para analisis de residuos de
contaminantes es el analizador de triple cuadrupolo (Figura 17). El analizador de
triple cuadrupolo consta de tres cuadrupolos conectados en serie como puede verse
en la Figura 17, donde el primer cuadrupolo se encarga de seleccionar la relacién m/z
deseada. El segundo cuadrupolo se denomina celda de colisién donde se produce la
fragmentacién del ion seleccionado y por ultimo, el tercer cuadrupolo es el encargado
de separar los iones formados en el cuadrupolo anterior.

Cada cuadrupolo. consta de cuatro barras metélicas (rodillo) dispuestas en
paralelo dos a dos, sobre las que se aplican varios voltajes superpuestos. Los iones,
introducidos en el analizador mediante una diferencia de potencial, describen
diferentes trayectorias en relacion de su m/z y del voltaje particular que se aplique
sobre los rodillos del cuadrupolo. Los cuadrupolos pueden establecer una relacion m/z

determinada donde los iones que la presenten seguiran una trayectoria estable hacia
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el detector y el resto presentara trayectorias no estables que saldran del cuadrupolo
chocando con las barras metalicas.

Fuente Primer Celda de Segundo Detector

Cuadrupole Collslin Cuadrupolo
o o Q3

W |
- (s -

Figura 17. Analizador de triple cuadrupolo (Gargallo, 2007).
La salida de los iones que se dirigen hacia el detector, se realizar dependiendo de la

masa de cada compuesto, saliendo primero los compuestos con menor masa

atendiendo de esta manera a la segunda Ley de Newton (F=m - a).

4.2.5. Otros métodos
Se han encontrado otras técnicas adecuadas para la identificacion y cuantificacion de
alcaloides tropanicos aunque no son relativamente utilizadas (Dey et al., 2020). Entre
ellas destacan:

- Cromatografia en columna

- Cromatografia en capa fina

- Espectroscopia infrarroja

5. PRESENCIA DE ALCALOIDES TROPANICOS EN ALIMENTOS

A continuacion, se detallan aspectos importantes sobre los distintos métodos e
investigaciones que se han llevado a cabo para la determinacion de alcaloides
tropanicos en muestras de alimentos, asi como las técnicas cromatograficas utilizadas
para su determinacion.

Un grupo de investigadores, desarrollaron una metodologia para la
determinaciéon de alcaloides tropanicos en bayas (Adams et al., 2006). Se trato la
muestra mediante SLE, utilizando como extractantes una de amonio en metanol o
hidréxido sédico al 10% en metanol. La determinacion en este caso se realizé
mediante HPLC-MS con un analizador de cuadrupolo, aunque con un analizador de

trampa de iones.
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Otro caso interesante fue el presente en Eslovenia en el afio 2003 donde se
produjo una intoxicacion en la que estaban involucrados 73 personas donde todas
ellas habian consumido harina de trigo sarraceno. Encontraron la presencia de semilla
de espino (Datura stramonium) que contenia escopolamina y atropina entre otros
alcaloides. La extraccion se realiz6 mediante SLE con metanol como disolvente y la
determinacion tanto de la escopolamina como atropina se llevé a cabo mediante LC-
MS/MS utilizando acetato amoénico 20mM y acetonitrilo como fases moviles. Para la

separacion se utilizé una columna rellena de RP-Cas (Perharic et al., 2013).

En otro trabajo reciente (Shimshoni et al., 2015), se ha propuesto un método
para la determinacion de la presencia de alcaloides tropanicos en muestras de té. La
muestra fue preparada mediante una etapa de SLE con ayuda de una disolucion de
acido acético en metanol en proporcion 1:2. Se realiz6 la determinacién de alcaloides
mediante LC-MS/MS utilizando 0,5% de acido férmico y metanol: agua: &cido férmico
(94:5:5) como fases moviles. A ambas fases se les afiadiéo 0,1 mM de acido oxalico y
2,0 mM de acetato amoénico. Como columna para su determinacion se utilizé6 una
columna Thermo Hypersil Gold Cis.

Otro grupo de investigadores (Mulder et al., 2015) propuso un método para la
determinacién de alcaloides tropanicos en muestras de cereales para nifios de corta
edad y para lactantes. La preparacion de la muestra se realizO mediante SLE
utilizando como extractante (metanol: agua: acido férmico, 60:40:0,4). Previamente a
realizar la determinacién de la muestra, esta se pasé por un ultrafiltro 30 kDa para su
previa purificacién. La determinacion se realiz6 mediante HPLC-MS/MS utilizando
como fases moviles una disolucion acuosa 6,5 mM de hidréxido amaonico e hidroxido
amonico 6,5 mM en acetonitrilo: agua con una proporcion de 90/10. Al igual que en
casos anteriores, la columna estaba rellena de RP-Cis.

En otro estudio realizado por Ledn y col. (Ledn et al., 2015) se propuso un
método para la determinacién de alcaloides en muestras de pienso. Las muestras
fueron preparadas mediante una extraccion QUEChERS utilizando acetonitrilo con un
1% de acido acético como disolvente extractor. El extracto obtenido se centrifugo y se
filtr6 mediante un filtro de 0,22 um. Para su andlisis se utilizo HPLC-MS/MS utilizando
como fases mdviles una disolucién acuosa de acido acético al 0,1 y una mezcla de

metanol: acetonitrilo (90:10) conteniendo 0,1 % de acido acético.

30



Chen y col. desarrollaron una metodologia en muestras de alforfén para la
determinacién de atropina y escopolamina (Chen et al., 2016). La muestra se preparo
mediante una extraccion QUEChERS con acetonitrilo y una serie de bases. El extracto
obtenido fue sometido a una extraccion en fase sdlida dispersiva (dSPE) utilizando
para su purificacion el empleo de una amina primaria-secundaria como sorbente. El
andlisis de los alcaloides se realizO mediante HPLC-MS/MS con analizador de
cuadrupolo utilizando como fases moviles una disolucion de acido formico y
acetonitrilo. La columna empleada ha sido la misma que en los ejemplos anteriores.

El centro de la Comision Europea desarroll6 un método para la determinacion
de alcaloides tropanicos en cereales, té e infusiones de hierbas, donde se mejoraba
el método de LC-MS/MS utilizando una columna de pentafluorofenilo. Para su analisis
se utilizd como fases moviles agua y acetonitrilo conteniendo ambos un 0,1 % de acido
férmico. (Goncalves et al., 2020)

Se estudié la degradacion de alcaloides tropanicos en muestras de pan
horneado las cuales estaban contaminadas con semillas de solanaceas. Para su
determinacion se utiliz6 como método una extraccion solido-liquida con metanol: agua
con proporcion 2:1 conteniendo un 0,5 % de acido acético. Se utilizé una columna de
Zorbax C18 (Marin et al., 2019a).

Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, se realizé un estudio con
muestras de semillas de cereales para bebés localizadas en un supermercado de
Almeria, en Espafia, dando como resultado presencia de escopolamina, atropina y
apoatropina con concentraciones de 2,8 ug/Kg 11,5 pg/Kg y 7,5 pg/Kg
respectivamente. El procedimiento de extraccién se llevd a cabo mediante una
extraccidn soélido-liquido junto con un sistema de extraccion en fase solida acoplado
al analizador de triple cuadrupolo, para asi eliminar la etapa de separacién mediante
cromatografia (Marin et al., 2019b).

Se llevo a cabo un estudio de deteccién de atropina y escopolamina en alforfon
y derivados (harinas, galletas, hojuelas, gachas y pasta) utilizando cromatografia de
gases acoplada a masas. Se determinaron que los limites de deteccién de atropina y
escopolamina eran de 0,3 pg/Kg y 1 upg/Kg respectivamente y los limites de
cuantificacion fueron de 1 pug/Kg y 6 pg/Kg en aproximadamente 1 semilla de datura
(Caligiani et al., 2010).

Otro estudio llevado a cabo fue el de Martinello y col. (Martinello et al., 2017)

donde determing pirrolizidina y alcaloides tropanicos en muestras de miel. Las
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muestras fueron preparadas mediante una extraccion QUEChERS con acetonitrilo. Se
purificé el extracto mediante una etapa de extraccion en fase solida dispersiva. La
determinaciéon de los analitos se llevo a cabo mediante cromatografia de
liquido/espectrometria de masas de alta resolucion con analizador de triple
cuadrupolo/orbitrap. La columna utilizada estaba rellena de RP-Cs.

Se llevé a cabo un estudio en muestras de espinacas para el analisis de
escopolamina y atropina. La determinacion se llevé a cabo mediante UHPLC-MS/MS
con una columna Zorbax Eclipse Plus RRHD de fase reversa Cis, utilizando como
fases moviles agua y MeOH conteniendo un 0,1% de acido formico y 5mM de formiato
de amonio. La extraccién se llevé a cabo mediante el método de QUEChERS. Para la
purificacion de la muestra se utilizé un filtro PTFE de 0,45 pum (Castilla et al., 2021).

Otro estudio realizado por Borbala y col. (Borbéla et al., 2017) donde se han
analizado muestras de suelo junto con mijo contaminado. La preparacion de la
muestra se ha realizado mediante la extraccion QUEChERS con acetonitrilo y diversas
sales. El extracto obtenido tras la centrifugacién se ha diluido y posteriormente filtrado
mediante un filtro PTFE de 0,22 um. Para la determinacion de los analitos de interés
se realiz6 mediante HPLC-MS/MS con analizador de triple cuadrupolo cuyas fases
moviles utilizadas son agua y acetonitrilo.

Se ha estudiado la presencia de escopolamina y atropina en muestras de
alforfon. Para la preparacion de la muestra se realizé una extraccion sdlido-liquido
(SLE) utilizando como solvente de extraccion MeOH y agua (3:2) acidificado con &cido
férmico y ACN. La técnica cromatogréfica utilizada para la determinacion de
escopolamina y atropina fue UHPLC-MS/MS con analizador de triple cuadrupolo. Se
utilizé una columna Kinetex RP-Cis cuyas fases moviles eran gua y metanol (Cirlini et
al., 2017).

A modo de resumen, las Tabla 3 y Tabla 4 recogen la informacion sobre los
métodos empleados que se han llevado a cabo en las investigaciones y estudios

descritos anteriormente.
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Tabla 3. Estudios de determinacion de alcaloides tropanicos en alimentos.

Tipo de Extraccion y Técnica Cromatografica Limite de RSD % Recuperacion Referencia
muestra purificacion deteccion pg/Kg %

Bayas SLE: HPLC-MS: 5 N.A. 47 (Adams et
Amonio 6M en Analizador de cuadrupolo / trampa de al., 2006)
metanol / NaOH iones
al 10% en Metanol/agua/acético (500:500:10)
metanol
pH=10

Té SLE: LC-MS/MS: 10 N.A. 70-110 (Shimshoni
Acido acético en | Columna: Thermo Hypersil Gold Cis etal.,
metanol Fase A: Agua/ac.Férmico 2015)
pH=5-6 Fase B: metanol/agua/ac. féormico
Suelo, mijo QUEChERS HPLC-MS/MS N.A. N.A. 75-115 (Borbéla et
Acetonitrilo y Disolvente A: Agua al., 2017)
sales Disolvente B: metanol
pH= 7,6 Columna: Zorbax Eclipse Plus Cis
Alforfon SLE: Soxhlet GC-MS Atropina 0,3 1,99-7,1 N.A. (Caligiani
con hexano Escopolamina 1 et al.,
2010)
Espinacas QUEChERS UHPLC-MS/MS N.A. 2,8-3,8 92,2-102,5 | ( Castilla et
Congeladas SPE Columna: Zorbax Eclipse Plus RRHD al., 2021)
Cis
Fase movil A: Agua
Fase movil B: Metanol
Alforfén SLE UHPLC-MS/MS Atropina 0,03 2,4-10,5 78-103 (Cirlini et
MeOH:Agua (3:2) Columna : Kinetex RP-Cs Escopolamina al., 2017)
pH= 3,2 Fase A: agua 0,09
Fase B: metanol
Alforfén QUEChERS HPLC-MS/MS Escopolamina 0,2 | 4,5-5,25 50-66 (Chen et
d-SPE: Carbony Columna: Zorbax plus Cis Fase A: Atropina 0,04 al., 2016)
amina secundaria Acetonitrilo

(PSA)

Fase B: Acido férmico
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Cereales QUEChERS LC-MS/MS Atropina 0,4 9,8-11,4 71-96 (Gongalves
Metanol/agua/ac.f Columna: Ascentis Express F5 Escopolamina 1,2 et al.,
6rmico (39:60:1) Fase A: Agua 2020)
Fase B: Acetonitrilo
Pienso QUEChERS HPLC-MS/MS N.A. 20 7195-125 (Leon et
Acetonitrilo con Columna: Hypersil Gold al., 2015)
1% de ac.acético | Fase A: 0,1% de ac.acético
Fase B: Metanol:acetonitrilo (90:10)
Pan SLE LC-MS N.A. 1-13 75-101 (Marin et
MetOH:Agua Columna : Zorbax Eclipse Plus Cis al., 2019a)
(2:2)
pH>7
Semillas de SLE y SPE HPLC-MS/MS Atropina 0,5 14,3 68-97 (Marin et
cereales MetOH:Agua Columna: ACE Super Cisg Escopolamina 1 al., 2019b)
(2:1) Eluyentes: Metanol, agua,
Filtro 0,22um agua:metanol (50:50)
Miel QUEChERS HPLC-HRMS Atropina 0,1 100 96-104 (Martinello
Acetonitrilo Columna: Ascentis Expres Cs. Fase Escopolamina 0,2 et al.,
Purificaciéon SPE | A: Ac.féormico en agua 2017)
Fase B: Metanol/acetonitrilo (1:1)
Cereales SLE HPLC-MS/MS 0,3 6,8 88 (Mulder et
para bebes Metanol: Columna: Waters xBridge Cis Fase A: al., 2016)
agua: ac.férmico | Hidréxido de amonio en agua
(60:40:0,4) Fase B: Hidréxido de amonio en
acetonitrilo
Alforfon SLE HPLC-MS/MS 10 N.A. N.A. (Perharic
metanol Columna: luna Cis Fase A: acetato et al.,
de amonio 2013)

Fase B: Acetonitrilo
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Tabla 4. Estudios de alcaloides tropanicos en alimentos.

Tipo de Muestra Analitos Técnica Cromatografica | Niveles de concentracion, pg/Kg Referencia
(Origen)/(N°)
Bayas (Chinay Atropina HPLC-MS 0-19 (Adams et al.,
Tailandia)/(8) 2006)
Harina de trigo sarraceno Atropina / Escopolamina HPLC-MS/MS 26-600/ 12-700 (Perharic et
(Eslovenia)/(75) al., 2013)
Té roobios Escopolamina/pirrolizidina HPLC-MS/MS 2-180/ 80-565 (Shimshoni et
(Alemania)/(70) al., 2015)
Cereales para lactantes Atropina/Escopolamina/ HPLC-MS/MS 0,19-3,73/0,17-1,86 (Mulder et al.,
(Paises Bajos)/(113) otros alcaloides 2016)
Miel (Italia)/(40) Atropina HPLC-HRMS 2,5-10 (Martinello et
al., 2017)
Espinacas (Jaén)/(66) Atropina/Escopolamina UHPLC-MS/MS 0,14-4,52 / 0,04-8,19 ( Castilla et
al., 2021)
Pienso (Valencia)/(32) | Atropina/Escopolamina/otros HPLC-MS/MS 5-20/5-20 (Lebn et al.,
alcaloides 2015)
Alforfén (China)/(8) Atropina/Escopolamina HPLC-MS/MS 0,01-5/0-10 (Chen et al.,
2016)
Cereales (Bélgica)/(11) Atropina/Escopolamina LC-MS/MS 14-110/5,5-65 (Goncalves et
al., 2020)
Cereales (Almeria)/(18) Escopolamina HPLC-MS/MS 0-7,9 (Marin et al.,
2019b)
Trigo (Italia) Atropina/Escopolamina HPLC-MS/MS Atropina 13,9-83,9 Escopolamina (Cirlini et al.,
5,7-10,4 2017)
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6. CONCLUSIONES

Con respecto al desarrollo realizado en la presente memoria del Trabajo Fin de Grado,
puede concluirse que los alcaloides tropanicos son una amenaza para la salud publica
ya que pueden ocasionar graves problemas en el ser humano por lo que estos han de
estar correctamente supervisados. De igual manera, estos se encuentran controlados
existiendo un marco normativo amplio y detallado. No obstante, se ha de seguir
monitorizandolos en productos de interés para grupos vulnerables como pueden ser
alimentos para nifios o para embarazadas.

Haciendo uso de la bibliografia existente, se concluye a su vez, que se ha
producido un desarrollo amplio de los métodos de analisis siendo sus resultados que
producen dichos métodos de gran precision y fiabilidad. Estos métodos cuentan con
unos limites de deteccién y cuantificacién bajos por lo que nos permite detectar
concentraciones de hasta partes por trillén (ng/Kg). Son técnicas sencillas, rapidas y
eficaces siendo facil su implementacién en laboratorios. De entre todos los métodos
mas relevantes destaca la técnica HPLC-MS.

Son pocos los estudios que no detectan la presencia de estos metabolitos, aun
asi, es de gran importancia resaltar que en todos los estudios mencionados
anteriormente sobre el andlisis de alcaloides tropanicos en alimentos, no superan las
concentraciones limites establecidas por lo que no existe riesgo alguno que pueda

producir graves problemas para la salud, tanto en humanos como en animales.
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