7))
O
©
fd
-
D
E
O
O
X
LL]
)
©
o
-
[
O
D
©
©
©
—
-
o
qu
LL

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

FUMONISINA B1:
PROBLEMATICA'Y
METODOS DE ANALISIS
PARA SU
DETERMINACION EN
MAIZ Y DERIVADOS

Alumno/a: Natalia Valdivia Aranda

Junio, 2023



€ im R
</00® b
& ooe @ -9 ..
00
o :....\b’
(2T Facultad de

: : : “iencias Experimentales
Universidad de Jaén Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

FUMONISINA Bi:
PROBLEMATICAY
METODOS DE ANALISIS
PARA SU DETERMINACION
EN MAIZ Y DERIVADOS

&

Alumno/a: Natalia Valdivia Aranda

Jaén, Junio, 2023



INDICE

RESUMEN/AB STRACT ... e e s 1
1. INTRODUCCION ..ottt ettt sttt n e seene e 2
3 I Y/ [ Tod o (o D q | = I RPN 2
1.1.1. CONCEPLO Y OFGEN ... i 2
L.0.2.  TIPOS e 3

I I TR o ([ o = Vo PR 3
1.1.4. Medidas de reducciony control...........ccccceeeeeeii 5
1.2, FUMONISINGA Bl .iiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e e eeeees 6
1.2.1. CONCEPLO Y OFGEN....ceiieeeieeeeeeeee e 6
1.2.2.  ESIUCIUIA QUIMICA . ....ueeeiiiieeeiiiiiiiiicie et e e 7
1.2.3. Propiedades fiSiCO-qQUIMICAS.........ccccoeeeeiiiiiiiiiiiie e 8
1.2.4. Incidencia en alimentos ........ccooveeiieiiie i 8
1.2.5. LegiSIacCiOn......cccoooiiiiiiiiii e 9
1.3. Toxicologiade lafumonisina B1......cccccoevviiiiiiii e, 11
1.3.1. Mecanismo de aCCION ........ccceeeeeeiiiieeeeeeeeeeee e 11
1.3.2. Efectos toxicos sobre el ser humano..........ccccceeeeiiii, 12
1.3.3. Efectos toxicos sobre los animales...........cccccoeeeeeeiie, 13

1.4. Analisis quimico de fumonisinas en productos a base de maiz... 14

1.4.1. Técnicas de extraccion y purificacion .................ccceeevvvviiiiieneeeenn, 14
1.4.2. Métodos de analiSiS.........cccuviiieiiiiiiiiiiiiie e 17
2. OBJIETIVOS ...ttt ettt 22
3. METODOLOGIA ....oooeecee ettt ettt aneas 22
4. PROBLEMATICA Y JUSTIFICACION .....ccoooviieecieeeece e 23
5. REVISION DE LOS METODOS DE ANALISIS DE FUMONISINAS B1 EN
MAIZ Y SUS DERIVADOS........ooouiiiiieceeeeeeee ettt 24
5.1. Investigacion bibliografica.........cccccoooiiii 24
5.2. Teécnicas de extraccion y purificacion empleadas ...........cccccceeeeee.. 34
5.3. Teécnicas analiticas empleadas ..........ccccccevviiiiiiiiiiiiee 37
6. CONCLUSIONES .......c.couiitiieeeteee ettt 39
7. BIBLIOGRAFIA ...ttt 42



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1. Maiz contaminado por fumonisinas (Alltech, 2018).............cccccee.... 7
Figura 1.2. Estructura quimica de la FB1 (Elaboracion propia).............cccceeeeee. 7
Figura 1.3. Estructura quimica de la esfingosina (Elaboracion propia)............ 12
Figura 1.4. Estructura quimica de la esfinganina (Elaboracion propia) ........... 12
Figura 1.5. Incidencia de las fumonisinas sobre distintas especies animales
(S TeT = Ted o] W o (o] o = PP REPPP 13
Figura 1.6. Etapas de la extraccion en fase solida convencional (Elaboracion
TOPIEL) e 15
Figura 1.7. Etapas de la extraccion con columnas de inmunoafinidad
(El12bOracion Propia) .........cceeeeeeeuuiiiiiee e e et e e e e e e e e e e e 16
Figura 1.8. Caracteristicas del método QUEChERS (Elaboracioén propia)....... 16
Figura 1.9. ELISA directo (Elaboracion propia) .........cccccccveeeiiiieeeeeeeiiiiceee e, 19
Figura 1.10. ELISA indirecto (Elaboracion propia)..........ccccceeeeeeeiveeeviiiiieeeeennn. 20
Figura 1.11. ELISA competitivo (Elaboracion propia) ..........cccceeeeeeeeeeriiiinnnnee. 20

Figura 1.12. Partes de una tira inmunocromatogréfica (Elaboracion propia)... 21

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1. Principales tipos de micotoxinas junto con sus hongos productores

(El1abOracion Propia) .........ccoeeeeuuuiiiiieeeee e e e e e e e e e e e e e eaaan 3
Tabla 1.2. Principales micotoxinas junto con su mecanismo de accion, efectos
toxicos y alimentos afectados (Elaboracion propia) ..........ccccceeevieeeiiiiiiiiiiineeeennn, 4

Tabla 1.3. Hongos productores de fumonisinas (Soriano del Castillo, 2007)..... 6
Tabla 1.4. Contenidos maximos de fumonisinas en alimentos establecidos por la
Unién Europea (Comision Europea, 2023).......cccuuuiiiieieeeeeeeiiiiiieeeee e 9
Tabla 1.5. Contenidos maximos de fumonisinas en alimentos establecidos por el
Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 1995) ........ccccoeiiiieiiiiiiiiiiiiii e, 10
Tabla 1.6. Niveles maximos de fumonisinas en alimentos para humanos
recomendados por [a FDA (FDA, 2001) .......uuiiiiiieiiieeeeeieee e 10
Tabla 1.7. Niveles maximos de fumonisinas en alimentos para animales
establecidos por [a FDA (FDA, 2001) ......cccooiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
Tabla 4.1. Evaluacién de la contaminacion por fumonisinas en maiz y productos
a base de maiz en Espafia (Elaboracion propia)..........cccccceeeviiiiiiiiiieenieeennens 24
Tabla 5.1. Investigacion bibliografica sobre la determinacion de FB1 en maiz y
derivados (EIaboracion Propia)..........ccoeeeeeeeeieeeee e 25
Tabla 5.2. Investigacion bibliografica sobre la determinacion de FB1 en maiz y
derivados (Elaboracion propia).............eeuuuuiiiiiieeeiiiiicie e 30
Tabla 6.1. Técnicas analiticas con menor limite de deteccion (Elaboracién
(1 0] o] = ) 1 41



RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de bajo peso molecular
producidos de forma natural por varios tipos de hongos. Estas toxinas fungicas
se incluyen dentro del grupo de contaminantes mas importantes de alimentos
debido a su efecto negativo sobre la salud publica, la seguridad alimentaria y la
economia de muchos paises. Por esta razon, es importante idear técnicas de
andlisis sensibles y selectivas para la deteccién y cuantificacion de estos
contaminantes en los productos alimenticios.

El presente Trabajo de Fin de Grado trata sobre una micotoxina
especifica, denominada Fumonisina Bi. Esta se encuentra principalmente en el
maiz y en productos derivados. Por ende, este trabajo se centra en los diferentes
métodos de analisis para la deteccion y cuantificacion de Fumonisina B1 en los

productos mencionados anteriormente.

ABSTRACT

Mycotoxins are low molecular weight secondary metabolites produced
naturally by several types of fungi. These fungal toxins are included in the most
important food contaminants group because of their negative impact on public
health, food security and the economy of many countries. For this reason, it is
important to devise sensitive and selective analytical techniques for the detection
and quantification of these contaminants in foodstuffs.

The present Final Degree Project deals with a specific mycotoxin, called
Fumonisin Bai. It is found primarily in maize and maize products. Thereby, this
project focuses on the different analytical methods for detection and

quantification of Fumonisin Bz in the products mentioned above.



1. INTRODUCCION

1.1. Micotoxinas

1.1.1. Concepto y origen

El término “micotoxina” proviene de la palabra griega “mycos” y de la palabra
latina “toxicum”, que significan hongo y toxico/veneno respectivamente.

Las micotoxinas son toxinas fungicas, es decir, son sustancias producidas de
manera natural por algunos hongos, entre los que se encuentran las especies
Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Concretamente, las micotoxinas son
productos de su metabolismo secundario de bajo peso molecular.

Cada micotoxina es producida especificamente por una 0 mas especies
concretas de hongos o mohos. En algunos casos, una determinada especie de
hongo puede producir mas de un tipo de micotoxina (Ministerio de Agricultura,
Alimentacion y Medio Ambiente, 2015).

Las micotoxinas atacan a los cultivos del campo, especialmente a los de
cereales, frutos secos, especias y frutos de céscara. La produccion de estas
depende fundamentalmente de la humedad y de la temperatura. No obstante, la
produccién de micotoxinas también se ve influenciada por factores como: el pH,
el agua disponible, la composicion del sustrato, los dafios mecanicos, los dafios
ocasionados por insectos, la presencia de oxigeno, el tipo de suelo y el tipo de
almacenamiento, entre otros.

En general, la produccion es maxima entre los 24°C y los 28°C, que
corresponden a temperaturas ambiente tropicales. En refrigeracién (como
sucederia en el caso de los mohos que proliferaran, por ejemplo, sobre queso),
no solamente el crecimiento fungico seria menor, sino también la produccion
proporcional de micotoxinas (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y
Nutricién, 2022).

Estas toxinas flngicas pueden aparecer durante el cultivo, la cosecha, el
transporte o el almacenamiento. Puesto que la gran mayoria son quimicamente
estables y resistentes, persisten en el alimento tras el tratamiento y procesado

de este, entrando asi en la cadena alimenticia.



1.1.2. Tipos

A dia de hoy se conocen mas de 400 micotoxinas, cada una de ellas con
estructuras quimicas diferentes y con distintos mecanismos de accion en los
seres Vivos.

Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, las micotoxinas de mayor
relevancia son: las aflatoxinas, la ocratoxina, la patulina, las fumonisinas, la
zearalenona, el nivalenol y el deoxinivalenol.

En la Tabla 1.1 se muestran las micotoxinas nombradas anteriormente junto

con los diferentes tipos (si los hay) y sus hongos productores.

Tabla 1.1. Principales tipos de micotoxinas junto con sus hongos productores (Elaboracién

propia)
Micotoxina Tipos Abreviatura Hongos productores
AFB1, AFB2, : .
Aftatoxina | 5282 C1 | ARG, ARGy, | Asperdilus parastious,
2 ML Mz | AFML, ARMS Pery

Ocratoxina A OTA Pen|C|II|L_Jm verrucosum,

Aspergillus ochraceus

. Penicillium expansum,

Patulina - - :

Aspergillus, Byssochlamys

Fusarium verticilloides,

Fumonisina B1, B2, Bs FB1, FB2, FB3 Fusarium proliferatum,

Aspergillus niger
Zearalenona - ZEN Fusarium graminearum
Nivalenol i NIV Fusarium graminearum,
F.cerealis y F.poae
Deoxinivalenol i DON Fusarium graminearum y
F. culmorum

1.1.3. Toxicidad
Como ya se ha dicho previamente, las micotoxinas atacan a los cultivos del
campo, entrando de esta forma en la cadena alimentaria. Segun la Organizacién
de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO), el 25% de los cultivos
alimentarios mundiales se ven afectados por hongos productores de micotoxinas
(Fundacion Vasca para la Seguridad Agroalimentaria, 2018).
Estas toxinas fungicas pueden entrar en la cadena alimentaria por medio de

dos vias:



- Directamente a través de los alimentos de los cultivos afectados, ya sean
procesados (café, cerveza, cereales de desayuno, etc) o no procesados
(legumbres, hortalizas, frutos secos, etc).

- Indirectamente a través de alimentos generados por animales que han
consumido piensos contaminados por micotoxinas. Algunos de estos
alimentos son leche, carne y huevos.

Diferentes estudios han demostrado que las micotoxinas suponen un riesgo
considerable para la salud humana y animal, siendo las mas peligrosas para
nosotros aquellas que se encuentran en cultivos pos-cosecha. Algunos de los
efectos toxicos que pueden provocar son: mutagenicidad, hepatotoxicidad,
carcinogenicidad, genotoxicidad, nefrotoxicidad y neurotoxicidad.

Las enfermedades producidas por micotoxinas reciben el nombre de
micotoxicosis. Concretamente, el término micotoxicosis hace referencia a un
amplio grupo de intoxicaciones causadas por la inhalacién, el contacto directo o
la ingestion de alimentos que han sido contaminados con micotoxinas (Serrano-
Coll y Cardona-Castro, 2015).

En la siguiente Tabla (Tabla 1.2) se exponen algunas de las micotoxinas mas
peligrosas para la salud, indicando su mecanismo de accion, los efectos toxicos
y los alimentos afectados.

Tabla 1.2. Principales micotoxinas junto con su mecanismo de accion, efectos toxicos y
alimentos afectados (Elaboracién propia)

Micotoxina Mecan|§[no e Efectos toxicos | Alimentos afectados
accion
Hepatotoxicidad
o Carcinogénesis Maiz, cacahuetes,
Inhibicion de la . ;
AFB:1 . . . Genotoxicidad nueces de Brasil y
sintesis de proteinas T ) .
Inmunotoxicidad semilla de algodén
Teratogenicidad
Nefrotoxicidad Trigo, maiz, cebada,
Carcinogénesis centeno, avena, arroz,
Inhibicién de la renal y hepatica | granos de cacao y cafe,
OTA . : . e ; .
sintesis de proteinas | Inmunotoxicidad | especias, regaliz, frutos
Neurotoxicidad secos, carne, queso,
Teratogenicidad uvas y derivados
Inhibicién de la Trqstorn_os Maiz y derivados, sorgo,
. . gastrointestinales .
FB1 biosintesis de L trigo y otros cereales
esfingolipidos Neurotox_lc-ldad (en menor medida)
Nefrotoxicidad




Inhibicion de la
actividad de ATPasa
N Trastornos
. Na*-K*y de la . . Manzana, zumos y
Patulina biosintesis de gastrointestinales derivados
) Genotoxicidad
enzimas clave (como
la ARN polimerasa)
Competir con los
estrogenos por los Estrogenicidad Trigo, maiz, cebada,
receptores e avena, centeno y
ZEN 0 Inmunotoxicidad .
citosolicos, actuando in-vitro productos derivados de
como un disruptor los cereales
endocrino
Inhibicién de la Inmunotoxicidad Trigo, maiz, cebada,
NIV sintesis de Hematotoxicidad avena y productos
proteinas, ADN y Genotoxicidad derivados de los
ARN in-vitro cereales
Trastornos : ]
D . . Trigo, maiz, cebada,
Inhibicién de la gastrointestinales
sintesis de Teratogenicidad centeno, avena,
DON . - productos derivados de
proteinas, ADN y Inmunotoxicidad los cereales v aceites
ARN Genotoxicidad y
o de semillas
in-vitro

1.1.4. Medidas de reduccién y control

Las micotoxinas presentan una elevada estabilidad y resistencia. Como
consecuencia, no se pueden eliminar de los alimentos una vez que estos estan
contaminados. Sin embargo, si se puede intentar prevenir o reducir su contenido
en ellos.

Una de las medidas de gestion mas eficaces es la aplicaciéon del sistema de
Andlisis de Peligros y de Puntos Criticos de Control (APPCC). Este programa,
propuesto por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA), incluye sistemas de gestion de calidad firmemente implantados, entre
los que se encuentran: buenas précticas de fabricacion (BPF), buenas practicas
agricolas (BPA) y buenas practicas de higiene (BPH). Las medidas preventivas
y de control que proponen estos sistemas deben aplicarse tanto antes como
después de la cosecha.

Otra medida de gestibn muy eficaz consiste en limitar el contenido de
micotoxinas en alimentos. Para ello, se han establecido limites maximos de
micotoxinas. A nivel europeo, estos limites estan recogidos en el Reglamento
(UE) 2023/915 de la Comision de 25 de abril de 2023. A nivel internacional, estan

recogidos en el Codex Alimentarius.



https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX:02006R1881-20200928
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX:02006R1881-20200928

Por otro lado, para controlar los niveles de micotoxinas en los alimentos, la
UE ha establecido ademas una serie de criterios para realizar el muestreo y el
analisis de estas sustancias. Estos criterios estan recogidos en el Reglamento
CE n° 401/2006, de 23 de Febrero de 2006.

1.2. Fumonisina B1

1.2.1. Concepto y origen

Las fumonisinas son un grupo de metabolitos secundarios toxicos producidos
por varios hongos del género Fusarium, entre los que destacan Fusarium
verticilloides y Fusarium proliferatum. Sin embargo, estas micotoxinas también
pueden ser producidas (aunque en menor medida) por el hongo Alternaria
alternata f.sp. lycopersici. En la Tabla 1.3 se muestran los diferentes hongos
productores de fumonisinas.

Los hongos del género Fusarium suelen encontrarse en cultivos de cereales
situados en regiones templadas y son especialmente abundantes en maiz.
Ademas, estos hongos infectan el grano antes de la cosecha. Por tanto, la

produccion de fumonisinas depende de factores previos a la cosecha.

Tabla 1.3. Hongos productores de fumonisinas (Soriano del Castillo, 2007)

Género Especie

F. verticillioides
F. proliferatum
F. nygamai
F. napiforme
F. oxysporum
F. polyphialidicum
F. anthrophilum
F. diamini
Alternaria alternata
f.sp.lycopersici

Fusarium

Alternaria

A dia de hoy, se han identificado unos 18 tipos de fumonisinas. Estas se
agrupan en cuatro series/grupos: A, B, C y P. Las mas relevantes son las del
grupo B. De entre ellas, la mas abundante y mas importante debido a su elevada
toxicidad es la fumonisina B1 (FB1).

La FB1 contamina principalmente el maiz (Figura 1.1), productos derivados

del maiz y el sorgo. A niveles mas bajos, también puede encontrarse en arroz,



trigo y en otros cereales y productos derivados: cerveza, tortitas, cereales de

desayuno, etc.

Figura 1.1. Maiz contaminado por fumonisinas (Alltech, 2018)

La FB:1 fue descubierta por W.C. Gelderblom y sus colaboradores en el afio
1988, quiénes aislaron la FB1 (junto con la FB2) de los cultivos de Fusariurm

verticillioides.

1.2.2. Estructura quimica

La estructura quimica de las fumonisinas fue descrita por primera vez por el
grupo de investigacion del doctor Bezuidenhout, en el afio 1988.

Las fumonisinas son aminopolioles. Su estructura principal se basa en un
esqueleto lineal de 20 &tomos de carbono. Presentan un grupo amino en el C-2
y diversos grupos hidroxilo, metilo y &cido tricarboxilico en diversas posiciones a
lo largo de la cadena carbonada. En funcién de los grupos presentes en la
cadena, la fumonisina en cuestion pertenecera a la serie A, B, C o P.

Las FBi1 son diésteres del acido propano-1,2,3-tricarboxilico y el 2-amino-
12,16-dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxieicosano (Marasas y col., 2000). Su
formula empirica es CssHsgNO1s. A continuacion, se muestra una imagen de su

estructura quimica (Figura 1.2).
o) COOH
COOH

Ollltrvees.
(@)
o
o]
I

: OH NH,

o COOH
Figura 1.2. Estructura quimica de la FB1 (Elaboracion propia)



1.2.3. Propiedades fisico-quimicas

Las fumonisinas son compuestos solubles en disolventes polares e insolubles
en disolventes apolares. Ademas, son estables a la luz y al calor. Sin embargo,
a pesar de ser sustancias termoestables, su presencia se puede reducir
significativamente cuando se someten a procesos térmicos en los que la
temperatura aplicada es superior a 150°C.

Como sustancia pura, la FB1 es un polvo blanco higroscopico. Es soluble en
agua, metanol y acetonitrilo:agua, ademas de ser estable en acetonitrilo:agua
(1:1) e inestable en metanol. Su peso molecular es de 721,83 g/mol.

1.2.4. Incidencia en alimentos

Como ya se ha dicho anteriormente, el cereal en el que predomina
mayoritariamente la FB1 es el maiz (y sus derivados). Entre los derivados del
maiz se incluyen: harina de maiz, copos de maiz, sémola, jarabe de maiz,
palomitas de maiz, aceite de maiz, piensos para aves de corral, etc.

Los dos procedimientos empleados para la elaboracion de productos a base
de maiz son: molienda en seco y molienda humeda.

La molienda en seco del maiz consiste en la reduccion del tamafio del grano
y la separacion de las diferentes fracciones: endospermo, germen y pericarpio.
A partir de este procedimiento se obtienen cereales de desayuno, sémolas y
harinas. Ademas, partiendo del germen, se puede extraer y obtener aceite.

La molienda himeda del maiz consta de varias etapas. En primer lugar, hay
que llevar a cabo una inspeccion y limpieza de los granos. Posteriormente, se
realiza una maceracion de los granos en agua a 50°C durante 30-40 horas. A
continuacion, los granos macerados se trituran con el objetivo de separar los
elementos que los constituyen. Para ello, se efectlian procesos de tamizacion,
centrifugacion y lavado. De esta forma, se libera el aceite del germen, el almidén
del endospermo y el resto de productos. El almidon puede emplearse como
componente para la elaboracion de alcohol o edulcorantes nutritivos, como el
jarabe. Otro producto derivado del maiz que puede obtenerse a través de la

molienda himeda es el pienso para animales.



1.2.5. Legislacion
En la Unidn Europea se han establecido limites maximos de fumonisinas en
productos alimenticios, basados en la suma de FB1 y FB2 (Tabla 1.4). Estos
limites se encuentran recogidos en el Reglamento (UE) n® 2023/915 de la
Comision de 25 de abril de 2023 relativo a los limites maximos de determinados
contaminantes en los alimentos y por el que se deroga el Reglamento (CE) n°.
1881/2006.

Tabla 1.4. Contenidos méximos de fumonisinas en alimentos establecidos por la Union
Europea (Comision Europea, 2023)

Contenido maximo

Productos alimenticios de FB1 + FB2 (ug/kg)

Maiz no elaborado, excepto el destinado a molienda

por via himeda 4000

Maiz y alimentos a base de maiz destinados al
consumo humano directo, a excepcion de los
productos alimenticios enumerados en las siguientes
dos celdas
Cereales de desayuno a base de maiz y aperitivos de
maiz

1000

800

Alimentos elaborados a base de maiz y alimentos

infantiles para lactantes y nifios de corta edad 200

Harina de maiz no comercializada para el
consumidor final (al menos el 90 %, medido en peso,
de las particulas presentes en el producto de
molienda tienen un tamafo < 500 um)

2000

Otros productos de la molienda del maiz no
comercializados para el consumidor final (menos del
90 %, medido en peso, de las particulas presentes en
el producto de molienda tienen un tamano < 500 um)

1400

Asimismo, la Union Europea también ha establecido una ingesta diaria
tolerable (IDT) de fumonisinas. Segun el Reglamento (CE) n°® 856/2005 de la
Comision de 6 de junio de 2005 por el que se modifica el Reglamento (CE) n°
466/2001 en lo que se refiere a las toxinas de Fusarium, la UE establece una IDT
de 2 pg/kg de peso corporal para el total de las fumonisinas B1, B2 'y B3 (solas o
combinadas).



A nivel internacional, también se han implantado limites maximos de

fumonisinas en productos alimenticios en el Codex Alimentarius (Tabla 1.5).

Tabla 1.5. Contenidos maximos de fumonisinas en alimentos establecidos por el Codex
Alimentarius (Codex Alimentarius, 1995)

Nombre del producto Nivel maximo FB1 + FB:2
basico/producto (ug /kg)
Maiz en grano crudo 4000
Harina de maiz y sémola de maiz 2000

Por otro lado, la FDA (U.S Food and Drug Administration) establecié en

noviembre de 2001 los niveles maximos recomendados de fumonisinas en

alimentos para humanos (Tabla 1.6) y animales (Tabla 1.7).

Tabla 1.6. Niveles méximos de fumonisinas en alimentos para humanos recomendados por la

FDA (FDA, 2001)

Alimentos para humanos

Producto

Fumonisinas totales
(FB 1+ FB 2 + FB3) (ppm)

Productos de maiz molido en seco sin
germen (p. ej., sémola en copos, sémola de

. . . : ! 2
maiz, harina de maiz, harina de maiz con un
contenido en grasa < 2,25 %)
Productos de maiz molido en seco, enteros o
parcialmente desgerminados (p. €j., Sémola
en copos, sémola de maiz, harina de maiz, 4
harina de maiz con un contenido de
grasa > 2,25 %, en peso seco)
Salvado de maiz molido seco 4
Maiz limpio destinado a la produccion de 4
masa
Maiz limpio destinado a palomitas 3

10



Tabla 1.7. Niveles maximos de fumonisinas en alimentos para animales establecidos por la
FDA (FDA, 2001)

Alimentos para animales

Maiz y subproductos de maiz Fumonisinas totales
destinados a: (FB 1+ FB 2 + FB3) (ppm)
: : 5
Equinos y conejos (no mas del 20% de la dieta)
20

Cerdos y bagres (no més del 50% de la dieta)

Cria de rumiantes, cria de aves de corral 30
y cria de visones (no mas del 50% de la dieta)

Rumiantes de mas de 3 meses de edad
destinados al matadero y visones
destinados a la produccion de pieles

60
(no més del 50 % de la dieta)

100

Aves de corral criadas para el matadero (no més del 50% de la dieta)

Todas las demas especies o clases de 10
ganado y animales de companiia (no mas del 50 % de la dieta)

1.3. Toxicologia de la fumonisina B1

1.3.1. Mecanismo de accién

El mecanismo de toxicidad de la FB1 aun no se conoce con certeza. La
hipotesis mas estudiada y aceptada a dia de hoy sugiere que su mecanismo
consiste en la alteracion del metabolismo de los esfingolipidos, que son
componentes activos de la membrana plasmatica de células eucariotas
encargados de regular el crecimiento y reconocimiento celular.

La FB1 tiene una estructura muy similar a los intermediarios del metabolismo
de los esfingolipidos, que se conocen como esfingosina (Figura 1.3) y
esfinganina (Figura 1.4). Como consecuencia, la FB1 compite con estos por la
ceramida sintasa, una enzima que cataliza la sintesis de ceramida a partir de las
bases de esfingosina. Por tanto, la FB1 actia como un inhibidor competitivo de
la ceramida sintasa, alterando asi el metabolismo de los esginfolipidos. Esta

interrupcién provoca una disminucién de la concentracion de ceramida, un
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aumento de los niveles de esfingosina y esfinganina libres, y un incremento de

esfingosina 1-fosfato; lo que puede desencadenar en estrés oxidativo.

OH
XN

NH,

Figura 1.3. Estructura quimica de la esfingosina (Elaboracién propia)

OH

NH,

Figura 1.4. Estructura quimica de la esfinganina (Elaboracién propia)

1.3.2. Efectos toxicos sobre el ser humano

En los seres humanos, las intoxicaciones por FB1 se producen principalmente
por el consumo de maiz. Segun diversos estudios, la ingesta de alimentos que
presentan fumonisinas puede estar relacionada epidemiolégicamente en
humanos con cancer esofagico, cancer de higado, defectos en el desarrollo del
tubo neural e intoxicaciones agudas.

El cancer de esb6fago predomina en aquellas zonas en las que el nivel
socioeconémico es bajo, lo cual implica que las dietas se basen principalmente
en maiz vy trigo.

Por otro lado, el cancer de higado parece ser una accién sinérgica entre las
fumonisinas (principalmente FB1) con otras micotoxinas como las aflatoxinas,
tricotecenos y microcistinas (toxinas de algas).

Los defectos neuronales son causa de la interrupcion del metabolismo de los
folatos por parte de las fumonisinas, disminuyendo asi la absorcion de estos y
provocando defectos en el desarrollo del tubo neural.

En cuanto a las intoxicaciones agudas, los sintomas observados son de tipo

gastrointestinal, y son: vomitos, diarrea, dolor abdominal y borborigmos.
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Por ultimo, cabe destacar que, de acuerdo con la IARC (International Agency
for Research on Cancer), la FB1 esta catalogada en humanos como posible

carcindgeno. Por tanto, pertenece a la clase 2B.

1.3.3. Efectos toxicos sobre los animales
Diversos estudios in vivo con animales concluyen que los principales érganos
afectados son el higado y los rifiones. Los animales mas sensibles a los efectos
toxicos de las fumonisinas son los equinos y los cerdos y, en menor medida, las

aves, los rumiantes y los peces (Figura 1.5).

EQUINOS PORCINOS ACUICULTURA AVES RUMIANTES
[
[ 4

& |,

A -~ -

Cam ) () o) Qo) o)

Figura 1.5. Incidencia de las fumonisinas sobre distintas especies animales (Elaboracion

propia)

La enfermedad que sufren los caballos a causa de la intoxicacion por FB1 se
denomina leucoencefalomalacia equina (ELEM), también conocida como
enfermedad del maiz mohoso. Se trata de una enfermedad neurotéxica que
provoca la necrosis licuefactiva de la sustancia blanca del cerebro. En algunas
ocasiones, también puede afectar a la materia gris. Algunos de los sintomas son:
desorientacion, cojera, colicos, ceguera, depresion y convulsiones. Se estima
gue el porcentaje de mortalidad es muy cercano al 100%.

En el sector porcino, la intoxicacion por fumonisinas esta relacionada con el
edema pulmonar, que a su vez esta asociado con la necrosis de los hepatocitos
y la insuficiencia hepatica. Se cree que esta afeccion puede estar inducida por
una disfuncién cardiovascular, concretamente por alteraciones hemodinamicas
y cambios significativos en el consumo de oxigeno.

- Adosis altas, se produce edema pulmonar letal e hidrotérax.
- A dosis mas bajas, se produce hepatotoxicidad.
Algunos de los sintomas son: disminucién del peso, apatia, disnea, debilidad,

cianosis y la muerte.
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1.4. Analisis quimico de fumonisinas en productos a base de maiz

A la hora de realizar un andlisis quimico hay que llevar a cabo las
siguientes etapas: seleccion del método de andlisis, toma de muestra,
preparacion de la muestra (disolucion de la muestra, eliminacion de interferentes,

etc), medicion del analito y, andlisis y evaluacion de los resultados.
1.4.1. Técnicas de extraccion y purificacion
Algunas de las técnicas mas habitualmente empleadas para la extraccion y

purificacion de fumonisinas presentes en muestras de maiz son:

Extraccion solido-liguido

Es una técnica de separacion que consiste en poner en contacto una
determinada cantidad de muestra sélida (finamente dividida) con un disolvente o
mezcla de disolventes de polaridad adecuada en funcion de la naturaleza de los
analitos. Tras agitar, se forman dos fases y se produce la difusién de los analitos
al disolvente en cuestion, por el cual deben presentar gran afinidad.

Puesto que las fumonisinas son solubles en disolventes polares, los
disolventes mas utilizados para este tipo de extracciones son mezclas de agua
con disolventes organicos. Como disolvente organico, se usa principalmente
metanol o acetonitrilo.

Se trata de un método sencillo y barato; pero en algunas ocasiones puede

resultar insuficiente, siendo necesaria una etapa posterior de purificacion.

Extraccion en fase soélida (SPE) convencional

Es una técnica que permite la extraccion/concentracién de los analitos y la
purificacion de las muestras. Consiste en poner en contacto la muestra (en
estado liquido) con una fase sdlida, la cual va a retener al analito u otros
componentes presentes en la muestra. Por lo general, la fase sélida se encuentra
en el interior de un cartucho de extraccion. Dichas fases suelen ser de fase
reversa (C18).

El procedimiento de SPE (Figura 1.6) consta de cuatro etapas:

- Acondicionamiento: el sorbente es acondicionado/activado con un

disolvente de propiedades similares a la muestra.
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- Carga: consiste en la adicion de la muestra. De esta forma, los analitos y
otros compuestos quedan retenidos en la fase solida.

- Lavado: con el objetivo de eliminar las interferencias, se hace pasar un
disolvente que eluya los interferentes y deje retenido al analito.

- Elucion: consiste en eluir el analito con un disolvente especifico, que se

va a encargar de liberar selectivamente a este de la fase soélida.

Acondicionamiento Carga Lavado Elucion

=P
| OJ
Sy L)
iy "

& Analito
¥ 8 Otras sustancias presentes en la muestra

Figura 1.6. Etapas de la extraccién en fase sélida convencional (Elaboracion propia)

Esta técnica es utilizada normalmente para la extraccion de micotoxinas
presentes en muestras liquidas. Sin embargo, cuando la matriz es sélida (como
en el caso del maiz) se utiliza como técnica de concentracion o purificacion.

Las principales ventajas de esta técnica son la sencillez, la rapidez, el

consumo reducido de disolventes y la alta capacidad de automatizacion.

Extraccion con columnas de inmunoafinidad

Hoy en dia, este es el método de extraccion y purificacidon de micotoxinas
mas comunmente empleado por los laboratorios.

Consiste en el empleo de columnas de inmunoafinidad (IAC) empaquetadas
con un relleno en el que se inmoviliza un anticuerpo especifico para la micotoxina
en cuestién formando un gel. De esta forma, cuando se hace pasar la muestra a
traveés de la columna, las micotoxinas se unen selectivamente a los sitios de
union de los anticuerpos; mientras que el resto de componentes de la muestra
son eluidos sin quedar retenidos. Posteriormente, se procede a eliminar los
compuestos indeseados que hayan quedado retenidos con el uso de un

disolvente de lavado adecuado. Finalmente, se eluye la micotoxina con un
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disolvente de polaridad adecuada. Para eluir la FB1 puede utilizarse, por ejemplo,
una solucion metandlica.
El procedimiento representado de manera esquematica viene reflejado en la

Figura 1.7.

Carga Lavado Elucion

o

> 0 o = >

= = &= = 5= ¥ Anticuerpo

- ) P = Sm @ Antigeno (analito)

= ) G s S= +«. Otras sustancias presentes
S= =0 G e Sm en la muestra

- =0 3= =< =

> 5 = =<

={

LN
P
Figura 1.7. Etapas de la extraccién con columnas de inmunoafinidad (Elaboracion propia)

Este tipo de columnas presentan una alta especificidad (debido a la
interaccidn anticuerpo-analito) y una alta sensibilidad. Ademas, ofrecen buenas
tasas de recuperacion y son faciles de usar. El principal inconveniente es su

lentitud y que tienen un coste relativamente elevado.

Extraccion en fase sélida dispersiva (QUEChERS)

El nombre que recibe esta técnica corresponde al acronimo de sus
caracteristicas en inglés: quick, easy, cheap, effective, rugged, safe (Figura 1.8).
Por tanto, se trata de un método de extraccion rapido, facil, barato, efectivo,
robusto y seguro.

QUICK EFFECTIVE
(Répido) (Efectivo)

EASY RUGGED
(Facil) B (Robusto)

CHEAP YN
(Barato) (Seguro)

Figura 1.8. Caracteristicas del método QUEChERS (Elaboracion propia)
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El método QUEChERS consta de dos etapas:

- Etapa de extraccion simple con un disolvente organico, normalmente
acetonitrilo, en presencia de una mezcla de diferentes sales. Asi, se logra
la separacion de las fases y se ajusta el pH. Algunas de las sales que
pueden utilizarse son NaCl, MgSO4 y CH3COONa.

- Etapa de limpieza o “clean-up” del extracto obtenido mediante extraccion
en fase sélida dispersiva (d-SPE) con diversas sales y sorbentes, entre
los que se encuentran: C18, carbon negro grafitizado (GCB) y amina
primaria/secundaria (PSA). Gracias a esta etapa, se consigue eliminar el
agua residual y los posibles interferentes de la matriz.

Tras aplicar el método QUEChERS, se centrifuga el extracto. De este modo,
ya puede ser analizado directamente por cromatografia liquida o por
cromatografia de gases.

Ademas de las propias caracteristicas del método, otras ventajas que
presenta son las siguientes: bajo consumo de disolventes y amplia aplicacion

sobre diversas matrices de alimentos.

1.4.2. Métodos de andlisis
Los métodos analiticos mas empleados para la deteccién y determinacion de
FB1 son: cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), cromatografia liquida
de alta resolucion con espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS) y

métodos inmunoquimicos.

Cromatografia liguida de alta resolucién (HPLC)

Es una técnica de separacion de mezclas de componentes poco 0 nada
volatiles. Se basa en la distribucion de los componentes de la muestra entre dos
fases: una fase movil (disolvente) que se hace pasar a través de una columna,
en la que se encuentra la otra fase (fase estacionaria). La muestra en disolucion
es inyectada en la fase movil y esta es impulsada por una bomba hasta el
detector (lugar en el que se cuantifican/caracterizan/detectan los analitos)
pasando por todos los elementos del equipo. La separacion de los componentes
de la muestra se produce gracias a la diferente interaccion de estos con la fase

movil y el relleno de la columna.
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Los elementos basicos de un sistema para HPLC son: depdsito para la fase
movil, desgasificador, sistema de bombeo, inyector, columna cromatografica
(termostatizada), detector, sistema para el tratamiento de datos y registrador.

Existen dos tipos de HPLC en funcion de la naturaleza de la fase moévil y de
la fase estacionaria:

o HPLC en fase normal: fase estacionaria polar y fase maovil apolar.
o HPLC en fase reversa: fase estacionaria apolar y fase movil polar.

Por ultimo, cabe destacar que pueden usarse diferentes tipos de detectores,
como detectores de fluorescencia o detectores de absorcion UV-Vis.

Las principales ventajas del método HPLC son su elevada sensibilidad y el
pequefio volumen de muestra que se requiere para el andlisis. Por otro lado,

entre sus inconvenientes, destacan su elevado coste y exigencia.

Cromatografia liquida de alta resolucidbn con espectrometria de masas en
tandem (HPLC-MS/MS)
En la actualidad, es una de las técnicas preferidas por los laboratorios para

el analisis de fumonisinas en virtud de su elevada selectividad y sensibilidad. Es
una técnica analitica que combina el poder de separacion de la cromatografia
liquida con el poder de deteccidn e identificacion de la espectrometria de masas.
En primer lugar, se inyecta la muestra en el cromatografo de liquidos,
consiguiendo asi la separacién de sus componentes. Una vez separados, se
ionizan (transformandose en particulas cargadas) para poder ser analizados por
el espectrometro de masas. A continuacion, dichos iones migran a través de una
serie de analizadores de masas. Finalmente, el espectrémetro detecta la relacion
masa/carga de los iones y genera un grafico denominado espectro de masas.
Presenta tres grandes ventajas: elevada sensibilidad, elevada selectividad y
notable eficacia. En cambio, sus principales inconvenientes son que el resultado

del andlisis depende fuertemente de la matriz y, por otro lado, su elevado coste.

Métodos inmunoguimicos

La base de estos métodos son las reacciones antigeno-anticuerpo. Se

distingue entre:
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o ELISA

El nombre que recibe esta técnica es el acronimo en inglés de “Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay”. Por tanto, se trata de un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas.

El fundamento se basa en la captura de antigenos diana en muestras
utilizando anticuerpos especificos marcados con una enzima, y la posterior
deteccidon/cuantificacion del antigeno de interés mediante una reaccion
enzimatica colorimétrica con un sustrato.

En funcién de la unién antigeno-anticuerpo, se pueden distinguir cuatro tipos
de ensayos ELISA: directo, indirecto, sandwich y competitivo. Los mas
ampliamente utilizados para el analisis de fumonisinas son el ELISA directo, el
ELISA indirecto y el ELISA competitivo.

La representacion esquematica de los tres ensayos se muestra en las Figuras
1.9,1.10y 1.11.

- ELISA directo
El antigeno (analito) se inmoviliza sobre la superficie de los pocillos de una

microplaca absorbente. A continuacién, se afiade un anticuerpo primario
marcado con una enzima que se unira al antigeno de interés. Por ultimo, se lleva
a cabo la deteccion/cuantificacion del antigeno afiadiendo un sustrato que

cambia de color cuando reacciona con la enzima, generando una sefial visible.

Sustrato

, \ Ac
primario
marcado
Ag

Figura 1.9. ELISA directo (Elaboracion propia)

- ELISA indirecto

El antigeno (analito) se inmoviliza sobre la superficie de los pocillos de una

microplaca absorbente. A continuacién, se afiade un anticuerpo primario no
marcado que se une al antigeno de interés. Posteriormente, se afiade un

anticuerpo secundario marcado con una enzima que se unird al anticuerpo
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primario. Por ultimo, se lleva a cabo la deteccién/cuantificacién del antigeno
afiadiendo un sustrato que cambia de color cuando reacciona con la enzima,

generando una sefial visible.

Q’ Sustrato
Ac
secundario
marcado

Figura 1.10. ELISA indirecto (Elaboracion propia)

Ag

- ELISA competitivo

Se inmoviliza un antigeno de referencia sobre el pocillo de la microplaca. A
continuacion, se afiade la muestra junto con un anticuerpo primario sin marcar.
En ese momento, el antigeno de referencia va a competir con el antigeno de la
muestra por la unién al anticuerpo. Seguidamente, se afiade un anticuerpo
secundario marcado, el cual se unird al anticuerpo primario. Finalmente, se
agrega un sustrato que cambia de color cuando reacciona con la enzima,

generando una seiial visible.

N
7 \\

4

Figura 1.11. ELISA competitivo (Elaboracién propia)

Las enzimas mas utilizadas para el analisis de micotoxinas son: fosfatasa
alcalina, peroxidasa de “horseradish” y 3-galactosidasa.
Las ventajas mas importantes de los ensayos ELISA son el pequefio volumen

de muestra requerido, la sencillez y la alta especificidad y sensibilidad. Por otro
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lado, sus principales inconvenientes son las posibles interferencias con la matriz

y el elevado coste que supone la preparacion de los anticuerpos.

o Tiras inmunocromatogréficas (ICS)

Las tiras reactivas inmunocromatograficas también reciben el nombre de
inmunoensayos de flujo lateral. El objetivo de estas tiras es detectar la presencia
0 ausencia del analito. En la Figura 1.12 se muestran sus cuatro componentes
principales: almohadilla de muestra, almohadilla del conjugado, membrana y
almohadilla absorbente.

Linea de
‘ Lineade control
é ¢ prueba
\ \
%
Almohadillade Almohadilla de Membrana Almohadilla
muestra conjugado absorbente

Direccion del flujo

—

Figura 1.12. Partes de una tira inmunocromatografica (Elaboracion propia)

Los pasos a realizar son:

- Inmovilizar el anticuerpo marcado en la almohadilla del conjugado.
- Inmovilizar el anticuerpo de captura en la membrana.
- Afadir la muestra (en disolucién) en la almohadilla de muestra.

Una vez afiadida la muestra, esta migrard a través de la membrana hasta
llegar a la almohadilla del conjugado. Alli se unira con los anticuerpos de captura,
formando la linea de prueba. El flujo de muestra continuara hasta llegar a la zona
de control, donde se unira con un exceso de anticuerpos marcados formando la
linea de control.

El resultado sera positivo si al final del ensayo aparecen las dos lineas. Por
el contrario, si aparece solo la linea de control, el resultado sera negativo.

Las ICS constituyen un método de deteccién rapido, especifico, apto para
analisis in situ y facil de realizar. Entre sus desventajas, destaca la necesidad de

preparar los anticuerpos.
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2. OBJETIVOS

De acuerdo con lo estipulado en el Articulo 7 del Reglamento de los Trabajos
de Fin de Grado en la Facultad de Ciencias Experimentales de la UJA: “El TFG
supone la realizacién por parte del alumnado de un proyecto, memoria o estudio
en el que se integran y desarrollan contenidos formativos recibidos, y debe estar
orientado a la aplicacion de competencias asociadas al titulo de Grado”
(Reglamento de los Trabajos de Fin de Grado en la Facultad de Ciencias
Experimentales de la Universidad de Jaén, 2017).

El objetivo fundamental del presente TFG es llevar a cabo una revision
bibliografica de los diferentes métodos de analisis de FB1 en maiz y productos
derivados. Todo ello engloba, ademas, el estudio previo de los siguientes
aspectos en relacion con la micotoxina de interés: propiedades, toxicidad,
problematica, alimentos afectados, efectos sobre el ser humano, efectos sobre

los animales, limites legales y métodos de tratamiento de muestra.

3. METODOLOGIA

La revision y el estudio bibliografico de los métodos de tratamiento de
muestra habitualmente utilizados y de las diferentes técnicas de andlisis se ha
llevado a cabo mediante articulos cientificos publicados en las siguientes bases
de datos: Google Académico, ScienceDirect, PubMed, Scopus, SpringerLink y
MDPI. Todas estas bases de datos han sido de gran utilidad para el desarrollo
de este TFG, siendo cada una de ellas una gran fuente de informacién con un
facil acceso. Cabe sefalar que, muchos de los articulos empleados, formaban
parte de revistas cientificas como Food Control, Food Chemistry o Toxicon, entre
otras.

Ademas, gracias al servicio digital de Biblioteca de la Universidad de Jaén,
se pudo acceder a diversos articulos, libros y revistas cientificas de los que
también se ha extraido informacion.

Con el objetivo de precisar y delimitar la basqueda de articulos cientificos, se
han empleado algunos criterios de seleccidn. El principal criterio utilizado ha sido
el uso de palabras clave. Concretamente, se ha buscado: “Fumonisin B1’,

‘Determination of fumonisin B1”, “Determination of fumonisin B1 in corn” y
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“Determination of fumonisin B1 in maize”. Por otro lado, también se ha
estrechado el intervalo de tiempo, seleccionando solo aquellos articulos
publicados desde 2010 hasta hoy.

Todas las paginas webs, libros y articulos cientificos consultados para la
elaboracion de esta revision bibliogréfica se encuentran recogidos en el apartado
de “Bibliografia”, redactados de acuerdo con el formato APA (estilo de redaccion
propuesto por la American Psychological Association).

Por ultimo, resaltar que el presente TFG se ha redactado de acuerdo con el
documento “Normas de Estilo de los TFG de la Facultad de Ciencias

Experimentales”, disponible en la pagina web de la Universidad de Jaén.

4. PROBLEMATICA Y JUSTIFICACION

El maiz se ha convertido en uno de los cultivos mas importantes a nivel
mundial debido a su importancia econdémica, potencial nutricional y adaptabilidad
a diferentes climas y regiones (Abbade, 2020).

El consumo de maiz es muy habitual, pero sobre todo es especialmente
habitual el consumo de productos derivados de este, entre los que se
encuentran: harina de maiz, sémola de maiz, cereales de desayuno, shacks,
jarabe de maiz, piensos para animales, etc. La probleméatica surge cuando el
maiz es infectado por ciertos hongos dando lugar a la produccién de micotoxinas,
gue son metabolitos secundarios perjudiciales para animales y humanos. En
este alimento, predominan las fumonisinas (siendo la FB1 la mas abundante de
todas). Por ende, es importante determinar la cantidad de fumonisinas presentes
en el maiz y sus derivados, con el objetivo de velar por la seguridad alimentaria
publica.

En Espafa se han realizado numerosos estudios acerca de la contaminacién
por fumonisinas en diversos alimentos, principalmente en maiz y derivados. El
resumen de estos estudios viene reflejado en la Tabla 4.1, en la que se muestran

las tasas de contaminacion por fumonisinas.
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Tabla 4.1. Evaluacion de la contaminacién por fumonisinas en maiz y productos a base de
maiz en Espafia (Elaboracion propia)

Contaminacion

Concentracion

Muestra por fumonisinas _ Referencias
(%) media (ug/kg)
Maiz convencional 13,3 0,065
(Arifio y col., 2007)
Maiz ecolodgico 10 0,054
Copos de maiz 16,7 0,05-0,10
Harina de maiz 33,3 0,05-0,07 (Sanchis y col., 1994)
Maiz triturado 20 0,05-0,09
Pienso animal 79,5 3,3 (Castellad y col., 1999)
Grano de maiz 100 0,72
(Visconti y col., 1995)
Maiz dulce 100 0,72

5. REVISION DE LOS METODOS DE ANALISIS DE FUMONISINAS B: EN

MAIZ Y SUS DERIVADOS

5.1. Investigacion bibliografica

En la Tabla 5.1 se recoge la investigacion bibliogréfica llevada a cabo en

relacion con la determinacion exclusiva de FB1 en maiz y derivados. Dicha Tabla

esta constituida por un total de 32 articulos cientificos.

Por otro lado, en la Tabla 5.2 se relne la investigacion bibliografica llevada a

cabo en relacion con la determinacion simultanea de FB1 y otras micotoxinas en

maiz y derivados, si bien es cierto que solo se recogen los datos especificos de

la primera. En este caso, la Tabla esta compuesta por un total de 24 articulos

cientificos.

En ambas Tablas se recoge la siguiente informacion: pais de origen, nUmero

de muestras totales, tipo de muestra (matriz), tratamiento de muestra, técnicas

de extraccion y purificacion, técnica analitica, analito, limite de deteccion (LOD),

limite de cuantificacion (LOQ) y referencia del articulo.
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Tabla 5.1. Investigacion bibliogréfica sobre la determinacién de FB1 en maiz y derivados (Elaboracion propia)

. Muestras e e Tratamiento de Tecnlca_ls,, de L. - . LOD LOQ .
Pais T . muestra ——— extraccion y Técnica analitica | Analito (ua/kg) | (ug/ka) Referencia
(matriz) purificacion HO/kg HO/kg
: . . Extraccion S-L ic-ELISA (basado (Zouy col.,
China 30 Maiz Molienda (PBS*) en scFv)* FB1 8,32 15 2013)
: Almacenamiento Extraccion S-L .
China - Harlng de (T2 ambiente / (metanol:agua, 4:6 ICA (basadq en FB. 0,12 - (Wang y col.,
maiz fluorescencia) ng/mL 2014)
noche) vIv)
Aptasensor
. Molienda e Extraccion S-L electroquimico .
Iran i Harnade | incubacin (T2 (metanol:agua, (SPCE FB, | o | 0o (Nigrsggggn y
ambiente / 24 h) 20:80 v/v) modificado con 9 9 "
AuNP)*
Extraccion S-L
Indonesia 53 Maiz Molienda (metanol:agua, MINA* FB1 0,001 - (Munawar y col.,
. ng/mL 2019)
70:30 v/v)
Extraccion S-L .
: . ) , ic-ELISA (basado i (Sheng y col.,
China - Maiz - (metan?/ll.s)gua, 11 en MAb)* FB: 5,4 2012)
Extraccion S-L .
China 8 Maiz Trituracién (acetonitrilo:agua, ICS* (basada en FB1 25 (Reny col.,
) scFv) 2020)
50:50 v/v)
. . : Extraccion S-L (PBS . . 0,31 i (Zhany col.,
China 16 Maiz Molienda 0,01 M) ic-pELISA FB: ng/ml 2019)
o Extracciéon S-L
. . Homogeneizacion ; ) MIP-PSI-MS* 0,1 0,4 (Ramalho y col.,
Brasil 5 Maiz en licuadora (metanol:agua, 8:2 FB1 ng/mL | ng/mL 2022)

vIV)
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https://link.springer.com/article/10.1186/s12951-022-01745-7#auth-Behnaz-Naghshbandi

Extraccion S-L

China : Hargg?zde . (acetonitrioagua, | APTTESTISST | pp, n?é’/?L ] (Deggzy2 ;:ol.,
1.1 viv) .
China i Maiz i SPE HPLC-MS/MS* | FB: | 75pg i Q'“\;%qg)co"’
Mazorcas : Extraccion S-L ELISA (Mohammed y
Irak 30 de maiz Molienda (metanol al 70%) competitivo FBs i i col., 2021)
. : Extraccion S-L IMB-ELISA*
. i Maiz Molienda y i - 0,24 i (Wang y col.,
China blanco secado (noche) (m;:;c)a:lggl.va;g)u a, C?,:Bﬁit(l;?c\,lo FB: ng/mL 2014)
Extraccion S-L
_ ] _ (met.anolzagua, . 0,024
China Maiz Molienda 60:40 viv) y AIE-ICS FB1 na/mL - (Xuy col., 2023)
posterior incubacién 9
a -20°C
Extracciéon S-L Ier:;nclirno%eurllﬁ;zg 0,58+ (Ezquerray col
Espana - Maiz - (70% MeOH-H.0) multicanal FB1 no’/?fL - 2015)
competitivo 9
Extraccion S-L
(metanol:agua,
. 75:25, viv)
China - I\Qﬁlzoy Molienda (acetonitrilo:agua, MECLIA* FB1 r?(/)ri{ - (Jie y col., 2018)
9 84:16, vIv) g
(etanol:agua,
20:80, v/v)
Cereales Extracciéon S-L
EE.UU 32 desayuno - lslrggel:ta(;o(l): tfl(/ln pi)_nl CL* FB1 10 100 (E:)lfckzsglscs))y
(maiz) 1=Vl 2 .

v/v), y posterior SPE
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Molienda y

Extraccion S-L

EE.UU - Maiz almacenamiento | (ACN:MeOH:agua, HPLC-FLD* FB. 0,4 1,2 (Jakzs(')"l)s’)co"'
(-20°C) 25:25:50 viviv)
, Extraccion S-L .
China - Hargr;?zde - (ACN-agua, 1:1 v/v) disﬁﬁggggg:lg; FB1 r?}rim?_ - (Liy col., 2020)
y posterior SPE g
. Extraccion S-L
Allrgsrr:os (ACN:MeOH:tampén
. X . fosfato/citrato, i ) (de Girolamo y
Italia 19 Eebes a Molienda 25:25:50 VIVIV) y HPLC-FLD FB1 2,8 col., 2010)
ase de :
. posterior IAC
maiz
(metanol)
China 69 a'\r/lr?)izz, ) Extraccién S-L (PBS | ICS (basada en B 5 i (Reny col.,
trigoy 0,01 M) UGNSs)* 1| ng/mL 2015)
Corte en Ensayo
licuadora, QUEChERS o
Tailandia - Maiz almacenamiento (ligeramente colorimetrico FB1 0,90 2,74 (CIEEIE
o o (basado en col., 2019)
(-20°C) y secado modificado) .
Cys-AuNPs)
(horno)
: i Maiz y ) ) 0,025 i (Zhay col.,
China pienso ICS FBr | ng/mL 2021)
Maiz Inmunoensayo
China i (granos, ) ) competitivo B n Z/r?wL i (Ling y col.,
pany (basado en oro ! 9 2015)
vaina) coloidal-Ac)
. i . . Extraccion S-L ICS (basado en ) i (Hao y col.,
China Maiz Molienda (metanol al 70%) oro coloidal) FB1 2018)
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Extraccion S-L

China 96 Maiz Trituracién (metanol al 60% en ic-ELISA FB. 1,15 - anshjcal
ng/mL 2016)
PBS)
China i Harina de ) Extraccion S-L Aptasensor EB 14,42 43,70 (Zhao y col.,
maiz (metanol) fluorescente ! ng/mL | ng/mL 2022)
L Inmunoensayo
China ) Harina de ) 5;(;2%%?2 Suall_ fluorimétrico B 0,06 0,20 (Yu'y col., 2023)
maiz 20:30 .v/\?) : (basado en ! ng/mL | ng/mL y col,
' AUNP@MnNO3)*
Extraccion S-L Aptasensor
China - Maiz Molienda (metanol:agua, electroquimico FB1 2 pM - (Ch;glys)col.,
20:80 v/v) basado en EIS*
Maiz,
sorgo, Extraccion S-L ICS 5 M.
India 150 trigoy - (metanol:agua, 3:1 (basada en pAb) FB1 na/mL - Venkataramana
arroz con v/v) y posterior SPE P 9 y col., 2014)
cascara
Maiz y
productos Extraccion S-L ic-ELISA .
, derivados , ) _ 1 (Ling y col.,
China - (harina Molienda (metanol:agua, 7:3 (basado en FB1 na/mL - 2014)
’ vIv) McADb) 9
pan,
tortas)
. Extraccion S-L
Brasil 105 I’I\éldalljf:'?/os - (metanol:ACN:agua, HPLC FB 2 10 (& FEIED Y
pro 25:25:50 v/v) y . col., 2013)
derivados .
posterior IAC
cna || L | ) | asoen | e | 0002 ]| (gl
yp AG SWNTs/CS/GCE) 9
*
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* PBS: tampon fosfato salino. ic-ELISA (basado en scFv): ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas competitivo indirecto (basado en anticuerpos de
fragmentos variables de cadena Unica). ICA: ensayo inmunocromatografico. SPCE modificado con AuNP: electrodo de carbono serigrafiado modificado con
nanoparticulas de oro. MINA: nanoparticulas poliméricas impresas molecularmente. ic-ELISA (basado en MAb): ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
competitivo indirecto (basado en anticuerpos monoclonales). ICS: tira inmunocromatografica. ic-pELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
plasmoénicas competitivo indirecto. MIP-PSI-MS: espectrometria de masas de ionizacién por aspersion de papel de polimero impreso molecularmente. Apt-
PEG-MBs-UPLC: aptametro con perlas magnéticas funcionalizadas y cromatografia liquida de ultra rendimiento. HPLC-MS/MS: cromatografia liquida de alto
rendimiento con espectrometria de masas en tandem. IMB-ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas basado en perlas inmunomagnéticas. AlE-
ICS: tira inmunocromatografica basada en microesferas altamente luminiscentes de emisién inducida por agregacion. MECLIA: inmunoensayo de
quimioluminiscencia enzimatica magnética. CL: cromatografia liquida. IAC: columna de inmunoafinidad. HPLC-FLD: cromatografia liquida de alta resolucion
con detector de fluorescencia. ICS (basada en UGNSs): tira inmunocromatografica (basada en nanoparticulas de oro de tipo erizo). Cys-AuNPs: nanoparticulas
de oro recubiertas de cisteamina. AUNP@MnOz: nanolaminas bidimensionales de MnO2 monodispersas en una nanoparticula de oro individual. EIS:

espectroscopia de impedancia electroquimica. SWNTs/CS/GCE: nanotubos de carbono de pared simple/quitosano/electrodo de carbono de vidrio.
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Tabla 5.2. Investigacion bibliogréfica sobre la determinacién de FB1 en maiz y derivados (Elaboracion propia)

Pais MUIESIES ;ISSSS; IEEIERID § (-arftcrglcccaier?f/ UsEnea Analito ol —— Referencia
totales (matriz) muestra purificacion analitica (na/kg) | (no/kg)
Secado a 60°C, Extraccion S-L
. Harina de molienda y (acetonitrilo:meta- NI FB1 ) i (Gaspardo y
Italia 168 maiz almacenamiento | nol:agua, 25:25:50) FT-NIR FB> col., 2012)
(lugar humedo) y posterior IAC*
. Granos de . Extraccion S-L ICS (basado FB:1 i (Viet Tran y col.,
Vietnam 19 maiz Molienda (PBS* 0,4 M) en IgY)* FB, 4000 2019)
(Si?r?soc?’ Molienda y Extraccion S-L
. N homogeneizacién | (PBS con adicion FB1 12 i (Anfossi y col.,
Italia 27 ﬂlm_ldon y (granos y de PEG* ICS FB:2 ng/mL 2010)
arina de .
. piensos) al 2%, p/v)
maiz
Extraccion S-L
China 18 Maiz y trigo Molienda (metanol:agua, ic-ELISA* FB1, DON, 60 - (Glggpjco’™
ZEN ng/mL 2020)
70% viv)
Extraccion S-L .
, . Secadoy ; _ HPLC-ESI- FB1 (Liang Wu y col.,
China 62 Maiz molienda (metan?J)\e;)gjua, 31 MS-MS* FB, 3,5 11,7 2012)
Maiz, arroz, Extracciéon S-L
. copos de i (acetonitrilo:agua, HPLC- FB1 (Khayoon y col.,
Malasia 53 maiz y 50:50 viv) y fluorescencia FB: 10 40 2010)
piensos posterior SPE
varnace e,
EE.UU - maiz y - anokagua, | - pms/ms* FB, 30 100 | (Liy col., 2010)
. 70:30viv) y
piensos FBs

posterior filtracion
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Maiz dulce

Molienda (copos)

enlatado, PRI
maiz duce | ¥ ioflizacion
maiz fresco .
fresco, e Extraccién S-L %
Alemania 19 sémola de Agnmgcggsm;gggo (ACN:metanol:agu HPLC-FLD Egl 29,2 88 (Kalt;g{g)col.,
maiz, harina 5 a, 25:25:50 V/v) 2
de maiz y co(r%gggelcz;)c?:ﬁn
copos de
malz (20°0)
AFB1, AFB,,
L AFG:
. Extraccion S-L i .
. Molienda y o UHPLC-ToF- | AFG;, OTA, (Silva 'y col.,
Portugal 22 Maiz homogeneizacion (acetonitrilo al MS* ZEA, 62,5 125 2019)
80%) :
toxina T-2*,
FB1, FB>
Maiz, harina Molienda y
Costa de de maiz, : . UHPLC- Micotoxinas (Manizan y col.,
Marfi 238 arroz y pasta almacenc?mlento QUEChERS MS/MS* (77) 0,5 1 2018)
de mani (20°C)
: . . L, i FB1 i i (Sheny col.,
China 173 Maiz Trituracion NIR FB, 2022)
Maiz, FB:1
China - cebada, - - IATC* FB, 20 - (Shez%glg’)co"’
avenay mijo FBs
, Extraccion S-L
China - Harina de - (metanol:agua, 2:3 FPIA* FB: 157,4 - (Liy col., 2015)
maiz FB-
v/V)
. Extraccion S-L
. i . , Almacenamiento , N 5,23 i (Wangy col.,
China Maiz y trigo (4.9C / noche) (metanol:agua, LFDIA ZEN, FB1 ng/mL 2013)

80:20 v/v)
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https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mycotoxin
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aflatoxin

Extraccion S-L

- FB1
: . i (acetonitrilo:agua, UHPLC- (Reny col.,
China 66 Maiz 1:1viv) y posterior | MS/MS FB. 0.45 1 150 2011)
FBs
SPE
. Molienda y L
Brasil - Malz,(granos almacenamiento MSPD* HPLC- FBy 514 594 05 OlVEIES
y sémola) (-10 °C) MS/MS FB: col., 2017)
. . . o Extraccion S-L ICS (basada 20 i (Huang y col.,
China 69 Maiz y trigo Pulverizacion (agua ultrapura) en AUNS)* FB1, DON ng/mL 2020)
AFB:, AFB,,
. ) Maiz, trigoy i N UHPLC- AFGy, (Wang y col.,
China mani IMSPE MS/MS AFG,, FB,, | 002 | 006 2022)
T-2, CPA*
Molienda, y Extraccion S-L
. Harina de homogeneizacién | (metanol:acetoni- UHPLC- Aflatoxinas, (Paschoal y col.,
Brasil 50 maiz y refrigeracién | trilo:agua, 60:20:20 | MS/MS FB, zEA | 8% | 3216 2016)
(2-8 °C) VIVIV)
. . . Extraccion S-L DON, FB;, 30 i
China - Maiz Molienda (metanol al 75%) ICS AFB, ng/mL (Yuy col., 2018)
Jap6n 34 Maiz, trigo y Molienda QUEChERS y LC-Orbitrap 20 t(()j)élnas ) 5 (Tamura y col.,
P cebada posterior SPE MS* F . 2015)
usarium
Maiz. arroz Extraccion S-L
. P (ACN:agua:acido
Corea integral, mijo, acético Micotoxinas (Kim y col
del Sur 507 sorgoy Molienda 79,5:20:0,5 VIVIV) y LC/MS/MS (13) 2,4 7,3 2017)
cereales .
mixtos posterior IAC

(metanol al 80%)
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https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/matrix-solid-phase-dispersion
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/matrix-solid-phase-dispersion
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/matrix-solid-phase-dispersion

Derivados de Aflatoxinas,
. cereales T-2, HT-2*%, Annunziata y
Italia 21 (maiz, arroz, - QUEChERS LC-MS/MS FB,. 100 200 col., 2017)
etc) FBo,
Aflatoxinas,
Molienda y FBu,
China - Maiz almacenamiento QUEChERS _%_J(I;’IECM%* FB., 5 15 WagglyG)col.,
(-18°C) FB3, DON,
ZEN

* JAC: columna de inmunoafinidad. FT-NIR: espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier. PBS: tampdn fosfato salino. ICS (basado en IgY):
inmunoensayo de flujo lateral (basado en inmunoglobulinas de yema de huevo). PEG: polietilenglicol. ic-ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
competitivo indirecto. HPLC-ESI-MS-MS: cromatografia liquida de alto rendimiento con espectrometria de masas en tandem de ionizacién por electrospray.
LC-MS/MS: cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem. HPLC-FLD: cromatografia liquida de alta resolucién con detector de fluorescencia.
UHPLC-ToF-MS: cromatografia liquida de ultra rendimiento-espectrometria de masas de tiempo de vuelo. T-2: micotoxina T-2 (micotoxina tricotecena).
QUEChERS: Extraccion en fase sélida dispersiva. UHPLC-MS/MS: cromatografia liquida de ultra rendimiento con espectrometria de masas en tandem. IATC:
columna de prueba de inmunoafinidad. FPIA: inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia. LFDIA: inmunoensayo dual de flujo lateral. MSPD: extraccion
por dispersién de la matriz en fase sélida. ICS (basada en AuNS): Tira reactiva inmunocromatogréfica (basada en nanoesferas de oro). IMSPE: extraccion
inmunomagnética en fase sélida. CPA: acido ciclopiazénico. LC-Orbitrap MS: cromatografia liquida de alta resolucién-espectrometria de masas Orbitrap.

HT-2: toxina HT-2 (micotoxina tricotecena). UPLC-Q-TOF-MS: cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplada a espectrometria de masas de tiempo de
vuelo de cuadrupolo.
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5.2. Técnicas de extraccion y purificacion empleadas

Con el objetivo de llevar a cabo la determinacion de FB1 en maiz y derivados,
la muestra debe ser tratada con técnicas de extraccion y purificacion. De acuerdo
con lo dicho en el apartado 1.4.1, las técnicas de extraccion y purificacion mas
habitualmente empleadas son: extraccion solido-liquido (S-L), extraccion en fase
sélida (SPE), extraccion con columnas de inmunoafinidad (IAC) y extraccion en
fase solida dispersiva (QUEChERS).

Extraccion solido-liguido

La técnica de extraccion solido-liquido es una de las mas empleadas (con
diferencia) de entre toda la bibliografia seleccionada.

Esta técnica se llevé a cabo, por ejemplo, en el estudio desarrollado por Yuan
Kai Wang (Wang y col., 2014). En primer lugar, se molieron las muestras de maiz
y se incubaron a 60° durante toda la noche para secarlas. Posteriormente, a cada
10 g de muestra se le afiadio la disolucion estandar de FB1 y se dejé en reposo
durante 12 horas. A continuacion, se llevé a cabo una extraccion sélido-liquido
agregando 40 mL de metanol:agua (70:30, v/v) a cada muestra y agitando
enérgicamente a temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras 10 minutos de
reposo, el sobrenadante se separé por centrifugacién a 4000 xg.

Otra mezcla de disolventes que puede utilizarse para la extraccion es la de
acetonitrilo y agua. Esta mezcla fue utilizada en el estudio realizado por Deng
(Deng y col., 2023). En este caso, se pesaron 5 g de harina de maiz, a los que
se le agregaron 20 mL de agua:acetonitrilo (1:1, v/v) para llevar a cabo la
extraccién. Seguidamente, se centrifugd la muestra a 1600 xg durante 5 minutos
y se extrajeron 1,2 mL del sobrenadante. El volumen de sobrenadante extraido
se diluyé con 28 mL de PBS y se volvié a centrifugar a 3200 xg durante 10
minutos. Por ultimo, se recuperoé el sobrenandante.

Cabe mencionar que la mayoria de los estudios seleccionados optan por

llevar a cabo la extraccion S-L utilizando mezclas de metanol y agua.

Extraccion en fase solida

Esta técnica se empled en el estudio realizado por Li (Li y col., 2020) como

técnica de purificacion. Inicialmente, se pesaron 2 g de polvo de harina de maiz.
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Posteriormente, se afladidé a cada muestra 25 mL de acetonitrilo:agua (1:1, v/v)
para su extraccion, y se agito la mezcla durante 30 minutos. A continuacion, se
centrifugaron las muestras a 10000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante
obtenido se filtro a través de filtros de fibra de vidrio. Después, se llevo a cabo la
dilucion del extracto en metanol:agua (3:1, v/v). Finalmente, se purific6 un
volumen de 10 mL del extracto diluido empleando una columna de extraccion en
fase solida C18.

La extraccidbn en fase solida también ha sido utilizada en el estudio
desarrollado por M. Venkataramana (M. Venkataramana y col., 2014) como
técnica de clean-up. En este estudio, se pesaron 5 g de muestra y se extrajeron
con metanol:agua (3:1, v/v) usando un licuador. Seguidamente, se centrifugoé la
muestra a 1500 xg durante 10 minutos y a 4°C. La mezcla resultante se hizo
pasar por un papel de filtro y se ajusté su pH a 6. A continuacion, 5 mL del
extracto filtrado fueron colocados en un cartucho de SPE de intercambio
anionico. Inicialmente, el cartucho se acondicioné haciendo pasar pequefios
volimenes de metanol de manera sucesiva. Seguidamente, se lavd con
metanol:agua (3:1, v/v) y con 3 mL de metanol. Por ultimo, se agregaron 10 mL

acido acético al 1% en metanol para extraer las fumonisinas del cartucho.

Extracciéon con columnas de inmunoafinidad

Las columnas de inmunoafinidad constituyen uno de los métodos de
extraccion y purificacion de micotoxinas mas comunmente empleados por los
laboratorios a dia de hoy.

Este tipo de columnas se han utilizado en varios estudios, entre los que se
encuentra el estudio realizado por de Girolamo (de Girolamo y col., 2010).
Primeramente, se pesaron 20 g de la muestra molida. En segundo lugar, se
agregaron 100 mL de la mezcla de disolventes para la extraccion, constituida por
acetonitrilo:metanol:tampdn fosfato/citrato (25:25:50 v/v/v). A continuacion, la
mezcla se mantuvo durante 60 minutos en un bafo de agua a 55°C. Tras el bafio,
se agitd la mezcla con la ayuda de un agitador orbital durante 30 minutos v,
posteriormente, se centrifugd a 3000 xg durante 5 minutos. El sobrenadante se
filtro a través de un filtro de papel Whatman y se tomé una alicuota de 10 mL, la
cual se diluyé con 40 mL de agua. El extracto diluido se volvio a filtrar y se

tomaron 25 mL de este para hacerlo pasar a través de la columna de
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inmunoafinidad. Dicha columna se lavé con 10 mL de PBS y 2 mL de agua.
Finalmente, las fumonisinas fueron eluidas empleando 2 porciones de 1 mL de
metanol.

Por otro lado, el estudio llevado a cabo por Jaksi¢ (JakSi¢ y col., 2015)
también optd por el uso de columnas de inmunoafinidad como técnica de
purificacion. Para extraer las fumonisinas del cartucho se utiliz6 metanol como

eluyente (3 mL).

Extraccion en fase so6lida dispersiva (QUEChERS)

Uno de los estudios que utiliza esta técnica en su procedimiento es el de Yan
Wang (Wang y col., 2016). En primer lugar, se pesaron 2 g de las muestras de
maiz molidas en un tubo de polipropileno de 50 mL. Seguidamente, se extrajeron
las muestras mediante la adicién de 20 mL de acetonitrilo:agua (84:16, v/v). Para
ello, se introdujo el tubo en cuestién en un bafio de agua ultrasonico durante 20
minutos y a temperatura ambiente. Con el fin de asegurar la extraccién completa
de las micotoxinas, se afiadieron ademas 2 g de MgSO4 y 0,5 g de NaCl.
Posteriormente, se agito la mezcla manualmente y de manera enérgica durante
1 minuto y, después, se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos. Por otro lado,
para realizar la etapa de limpieza, se transfirieron 2 mL del extracto a un tubo de
centrifuga de 5 mL con el sorbente (C18/PSA/GCB). Tras agitar vigorosamente
durante 1 minuto, el tubo se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos.
Finalmente, el sobrenadante se recogio y se evaporé hasta casi sequedad. El
extracto seco se redisolvid con metanol:agua vy, justo antes del andlisis, se filtrd
a traves de un filtro de jeringa PTFE.

Por otro lado, Chotchuang y sus colaboradores (Chotchuang y col., 2019)
optaron por realizar la extraccion y la limpieza de las muestras utilizando el
método QUEChERS (ligeramente modificado) con el cartucho Oasis PRIME
HLB. En este caso, para asegurar una extraccion completa, se decidio agregar
dos sales de citrato (citrato trisodico dihidratado y citrato de hidrogeno disédico
sesquihidrato), ademas de NaCl y MgSOa. La purificaciéon del sobrenadante

obtenido se llevé a cabo en el cartucho mencionado anteriormente.

36


https://link.springer.com/article/10.1007/s00604-019-3778-x#auth-Thaksinan-Chotchuang

5.3. Técnicas analiticas empleadas

Como se puede observar en las Tablas del apartado 5.2, los métodos
analiticos mas frecuentemente utilizados para la determinacion de FB1 en maiz
y productos derivados son los siguientes: ELISA, tiras inmunocromatogréficas,
técnicas cromatogréficas (HPLC y (U)HPLC-MS/MS) vy aptasensores

electroquimicos.

ELISA
Esta técnica es una de las mas empleadas para el andlisis de FBz1, siendo la

técnica de analisis seleccionada por 8 de los articulos cientificos estudiados.

Esta técnica fue utilizada en el estudio de Sheng (Sheng y col., 2012).
Concretamente, se desarrolld6 un ELISA competitivo indirecto muy sensible
basado en un anticuerpo monoclonal (MADb). La técnica se aplico sobre diferentes
muestras de maiz procedentes de mercados locales de Pekin y se consiguio un
limite de deteccién de 5,4 ug/kg.

En Fuzhou (China) también se desarroll6 un ELISA competitivo indirecto
basado en anticuerpo monoclonal (mcAb) contra FBi1. Dicha técnica fue
empleada por Ling (Ling y col., 2014). El ic-ELISA se aplic6 a diversas muestras
de maiz recolectadas al azar (pan de maiz, harina de maiz y tortas de maiz).
Como resultado, se obtuvo un limite de deteccion de 1 ng/mL.

Por otro lado, Zhan y sus colaboradores (Zhan y col., 2019) desarrollaron un
ensayo inmunoabdorbente ligado a enzimas plasmoénicas (pElisa), el cual resultd
ser bastante sensible para detectar a simple vista la FB1. El pELISA competitivo
indirecto propuesto se aplicé sobre numerosas muestras de maiz, logrando un

limite de deteccion de 0,31 ng/mL.

Tiras inmunocromatograficas

Las tiras inmunocromatograficas (ICS) constituyen otra alternativa para la
deteccion de FB1. De todos los articulos estudiados, 10 de ellos optan por el uso
de estas tiras.

En China, Ren (Reny col., 2020) realiz6 un estudio en el que se llevé a cabo
la deteccibn de FBi1 en muestras de maiz a través de una tira

inmunocromatografica basada en anticuerpos de fragmento variable
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monocatenario (scFv). La tira reactiva presentdo un limite de deteccién de
25 ug/kg).

En otro estudio, elaborado por Huang (Huang y col., 2020), se desarrollé una
tira inmunocromatogréfica basada en AuNS-Mabs (anticuerpos monoclonales
marcados con nanoesferas de oro). Esta técnica se usé para la deteccion
simultanea de FB1 y DON. Se aplico a 51 muestras de trigo y 18 muestras de
maiz. El limite de deteccidén obtenido para esta tira reactiva fue de 20,0 ng/mL
para ambos analitos.

También en China, Xu y sus colaboradores (Xu y col., 2023) desarrollaron
una ICS para detectar FB1 en muestras reales de maiz. Concretamente, se
desarroll6 un inmunoensayo de flujo lateral basado en microesferas
fluorescentes ultrabrillantes, las cuales reciben el nombre de AIEMB. La técnica
demostré una excelente sensibilidad, presentando un limite de deteccion de
0,024 ng/mL para la FB:1.

Técnicas cromatograficas

HPLC se utilizd, por ejemplo, en el estudio de Jaksi¢ (JakSi¢ y col., 2015) y
en el de de Girolamo (de Girolamo et al, 2010). En ambos casos se usé un
detector de fluorescencia, por lo que el nombre completo de la técnica de analisis
seria HPLD-FLD.

En el estudio de Jaksi¢ (Jaksi¢ y col., 2015) se analizaron diversas muestras
de maiz, obteniendo un limite de detecciébn de 0,4 pg/kg y un limite de
cuantificacion de 1,2 pg/kg.

Por otro lado, en el segundo estudio, se analizaron 19 alimentos para bebés
elaborados a base de maiz. En el articulo no viene reflejado el limite de
deteccidn, pero si el limite de cuantificacion, que es de 2,8 ug/kg.

La cromatografia liquida de alto rendimiento con espectrometria de masas en
tandem ((U)HPLC-MS/MS) es otra técnica cromatografica muy comunmente
utilizada para detectar FB1 en maiz y productos derivados. Mas de 10 articulos
de los seleccionados hacen uso de esta técnica.

Un ejemplo de ello es el estudio realizado por Barros de Oliveira (de Oliveira
y col., 2017). En él, se analizaron diferentes tipos de muestras de maiz (granos

de palomitas, sémola de maiz y granos de maiz blanco) con HPLC-MS/MS.
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Como resultado, se obtuvo un limite de deteccion y un limite de cuantificacion
para FB1 de 514 pg/kg y 594 ug/kg, respectivamente.

En diversos estudios se ha empleado también la técnica de UHPLC-MS/MS
para la deteccion simultanea de varias micotoxinas (incluida la micotoxina de
interés). Es el caso de los estudios desarrollados por Manizan (Manizan y col.,
2018) y por Paschoal (Paschoal y col., 2017). En el primero de ellos se analizé
un total de 238 muestras de maiz y harina de maiz, entre otros. Con respecto a
la FB1, se logré un limite de deteccion de 0,5 pg/kg y un limite de cuantificacién
de 1 pg/kg. En cuanto al segundo estudio, se analizaron 50 muestras de harina
de maiz. Los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos en este caso fueron

9,65 pg/kg y 32,16 pg/kg, respectivamente.

Aptasensores electroquimicos

Un estudio desarrollado en China y realizado por Zhao (Zhao y col., 2022)
optod por el uso de un aptasensor fluorescente para la deteccién de FBi. El
andlisis se llevd a cabo sobre numerosas muestras de harina de maiz,
lograndose un limite de deteccion de 14,42 ng/mL y un limite de cuantificacion
de 43,70 ng/mL.

Esta técnica alternativa también fue estudiada por Naghshbandi
(Naghshbandi y col.,, 2023). En este caso, se desarroll6 un aptasensor
electroquimico basado en un electrodo de carbono serigrafiado modificado con
nanoparticulas de oro, también para la deteccién de FB1 en harina de maiz. Asi,
se consiguieron limites de deteccidn y cuantificacion inferiores a los anteriores:

0,14 ng/mL y 0,46 ng/mL, respectivamente.

6. CONCLUSIONES

De acuerdo con la revision y la investigacion bibliogréafica llevada a cabo, se
pueden extraer una serie de conclusiones.

Muchos de los estudios se centran en la puesta a punto del método. Para
ello, se agregan concentraciones conocidas de FB1 en los alimentos para su

posterior analisis. En otras palabras, la muestra se enriquece con FB1. Este es
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el caso del articulo perteneciente a Xu (Xu et al, 2023) o del estudio elaborado
por Hao (Hao et al, 2018).

Sin embargo, otros estudios también analizan directamente muestras reales.
De esta forma, se puede saber en qué paises existen altos niveles de FB1 en
maiz y derivados. Por ejemplo, en China, Ren (Ren y col., 2020) analizé en su
estudio 8 muestras naturales de maiz, las cuales fueron compradas en un
mercado local de China. De las 8 muestras, solo una de ellas presentaba altas
concentraciones de FBi. En el resto, se detectaron cantidades de FB1 muy
pequefias e inferiores al limite de 1000 pg/kg establecido por la legislacidon (suma
de FB1y FB2).

Por otro lado, en Irak, Sinai W. Mohammed (Mohammed y col., 2021) llevé a
cabo el andlisis de 30 muestras naturales de mazorcas de maiz procedentes de
mercados locales y silos de la provincia de Bagdad. La concentracion maxima
de FB1 en las muestras obtenidas de los silos fue de 175,54 pg/kg, mientras que
la concentracion maxima de FB1 en las muestras de los mercados locales fue de
172,88 pg/kg.

Cabe sefialar con caracter general que, en aquellas muestras reales en las
que se ha detectado FB1, ésta estaba presente a niveles de traza y el valor no
superaba los limites maximos establecidos por la legislacion (a excepcion del
caso mencionado anteriormente).

En cuanto a las técnicas de extraccion, cabe destacar que la extraccion S-L
con disolventes es la técnica preferida por los estudios seleccionados. 44 de los
54 articulos cientificos optan por ella. En la mayoria de los casos, el disolvente
empleado ha sido una mezcla de metanol:agua o acetonitrilo:agua. Sin embargo,
el primero de ellos ha sido el mas utilizado con diferencia.

Por otro lado, en aquellos estudios en los que se lleva a cabo la purificacion
del sobrenadante de la extraccion, se opta preferentemente por cartuchos de
extraccion en fase solida o por columnas de inmunoafinidad.

En cuanto a las técnicas analiticas, las mas utlizadas en los articulos
seleccionados han sido: técnicas cromatograficas, ELISA y tiras
inmunocromatograficas.

A la hora de seleccionar un método de analisis es importante tener en cuenta
el LOD, que se define como la menor cantidad de analito que se puede detectar

con fiabilidad. Un LOD bajo significa que la técnica es capaz de detectar
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cantidades mas pequefias del analito con mayor precision. Por tanto, a menor
LOD, mayor sera la sensibilidad del método analitico.

A continuacion, en la Tabla 6.1, se recogen las técnicas con menor LOD de
los articulos estudiados:

Tabla 6.1. Técnicas analiticas con menor limite de deteccién (Elaboracion propia)

clal_gtneiéii?’)i Técnica analitica Referencia
5,4 ug/kg ic-ELISA (basado en MADb) (Sheng y col., 2012)
0,025 ng/mL ICS (Zhay col., 2021)
0,4 ug/kg HPLC-FLD (Jaksi¢ y col., 2015)
0,45 pg/kg UHPLC-MS/MS (Reny col., 2011)
ot | ey | e

Como puede observarse en la Tabla, las técnicas cromatograficas HPLC-
MS/MS y HPLC-FLD ofrecen limites de deteccidon mas bajos que ic-ELISA, por
lo que son méas sensibles. No obstante, el método ic-ELISA demostré ser
sencillo, rentable y rapido.

Por otro lado, el aptasensor electroquimico presenta un LOD mas elevado
que la tira inmunocromatografica (ICS), lo cual significa que el aptasensor es
menos sensible. Ahora bien, el aptasensor en cuestion mostré una excelente
selectividad, una muy buena recuperacion y, reproducibilidad y repetibilidad
aceptables. Por tanto, a pesar de tener un LOD mas bajo que ICS, presenta un
gran potencial para detectar FB1 en maiz.

Generalmente, al realizar un analisis, se opta por el uso de aquellos métodos
analiticos mas comunes (aunque su coste sea un poco mas elevado). Es por ello
que, finalmente, se llega a la conclusion de que la técnica mas idénea para la
determinacion de FB1 en maiz y derivados es UHPLC-MS/MS. A pesar de tener
un LOD ligeramente mas alto que otras técnicas estudiadas, esta técnica
cromatografica presenta varias ventajas. De acuerdo con el estudio de Ren (Ren
y col., 2011), el método UHPLC-MS/MS empleado resulté ser mas rapido, mas
sensible y mas selectivo que ELISA y HPLC, entre otros. Ademas, mostro una

muy buena recuperacion, es aplicable a todo tipo de muestras y puede analizar
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diferentes tipos de fumonisinas a la vez. La alta sensibilidad de dicha técnica se
demuestra, por ejemplo, en el estudio mencionado previamente (Ren y col.,
2011), ya que se obtiene un LOD de 0,45 ug/kg. Otro ejemplo seria el estudio
desarrollado por Manizan (Manizan y col., 2018), en el que se consigue un LOD
de 0,5 pg/kg.

Si lo que se desea es realizar un analisis extremadamente rapido, la técnica

ELISA podria ser el método méas conveniente debido a su elevada rapidez.
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