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1. RESUMEN

Actualmente, el andlisis de residuos de micotoxinas en alimentos es de gran
importancia debido a que su consumo puede tener efectos toxicos, agudos y
cronicos, tanto en la salud humana como animal. Este trabajo trata de identificar y
cuantificar varios tipos de estos residuos en leche y vino. Se seleccionaron 10
compuestos de micotoxinas ampliamente conocidos. Su determinacién fue llevada a
cabo mediante el desarrollo y validacion de un método de Cromatografia de Liquidos
de Ultra Elevada Eficacia acoplada a un Espectrometro de Masas en Tandem
(UHPLC-MS/MS) con analizador de Triple Quadrupolo (QgqQ) equipado con una
interfase de electrospray (ESI) operando en modo positivo. Estos compuestos se
caracterizaron a través del tiempo de retencion del ion precursor ([M+H]"), de la
masa de dicho ion y las masas de sus dos fragmentos mayoritarios. Se hizo uso de
Extraccién en Fase Sélida con cartuchos Oasis HLB PRIME para el tratamiento de
muestra. Para finalizar, se analizaron 11 muestras de leche y 5 de vino, de
diferentes marcas comerciales, obtenidas en distintos supermercados para

comprobar la presencia/ausencia de residuos de micotoxinas.

ABSTRACT

Currently, the analysis of mycotoxin residues in food is of great importance because
its consumption can have toxic, acute and chronic effects, both in human and animal
health. This work tries to identify and quantify several types of these residues in milk
and wine. Ten widely known mycotoxin compounds were selected. Their
determination was carried out through the development and validation of a method of
Ultra High Performance Liquid Chromatography coupled to a Tandem Mass
Spectrometer (UHPLC-MS/MS) with Triple Quadrupole (QqQ) analyzer equipped
with an electrospray interface (ESI) operating in positive mode. These compounds
were characterized through the retention time of the precursor ion ((M+H]"), its mass,
and the masses of its two major fragments. Solid Phase Extraction was used with
Oasis HLB PRIME cartridges for the sample treatment. Finally, 11 samples of milk
and 5 samples of wine, from different commercial brands, obtained in different

supermarkets were analyzed to check the presence/absence of mycotoxin residues.



2. INTRODUCCION

‘La comida que comes puede ser la mas poderosa forma de medicina o la forma
mas lenta de veneno” menciond alguna vez la doctora Ann Wigmore basandose en
lo que dijo en su momento el fildsofo griego Hipdcrates: “Deja que la medicina sea tu
comida y deja que la comida sea tu medicina”.

Tener una buena nutricion esta relacionado con la salud. La alimentacion es una
parte imprescindible para el ser humano. Es la primera defensa contra
enfermedades que se puedan contraer, es la fuente de energia de la que se dispone
para estar activo y vivir, ademas de ser especialmente importante para que el nifio
pueda crecer y desarrollarse.

Los problemas que se pueden ocasionar por dieta inadecuada o ausencia de ésta
pueden ser de muchos tipos, hasta el punto de causar un ciclo generacional de
malnutricion que puede afectar a todos los individuos y naciones.

No se ha de encasillar estos problemas simplemente en ciertos paises, puesto que
pueden existir problemas de malnutricidbn, como subalimentaciéon, deficiencia de
micronutrientes y obesidad, en todos los paises, afectando a todas las clases
socioeconémicas. [FAO Nutricion].

Por lo tanto, tener una buena alimentacion aportando al organismo los nutrientes
necesarios es de vital importancia, y por ello, es necesario realizar un analisis para
asegurar la calidad en los alimentos, cuidando que no lleguen a la poblacién con
residuos de contaminantes, que pudieran suponer un riesgo para la salud.

Este estudio se centra en desarrollar y validar un método de andlisis mediante
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas, que permita detectar
residuos de micotoxinas que podrian llegar a nuestro organismo a través de leche y

de vino, matrices de interés en este trabajo.

2.1. Justificacion

El mundo verdaderamente ha cambiado en las ultimas décadas. Ahora es posible
obtener productos e ingredientes de todas las partes del mundo con mucha facilidad.
Sin embargo, como consecuencia de estos cambios, también llegan algunos

problemas complejos. Ahora, la poblacion debe ser consciente de los posibles
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incidentes de contaminacion y las fuentes de contaminacion que pueden afectar a
los productos tanto en calidad como en seguridad.

Ademas, es necesario afadir, que la tecnologia ha ido evolucionando, que se
dispone de nuevos materiales y nuevos métodos de produccion que también pueden
afectar a estos productos.

Estos hechos, junto con otros ocurridos a nivel mundial, como los incidentes de
vertidos de petroleo en agua, la presencia de pesticidas en bebidas, entre otros,
hacen que el analisis de contaminantes en alimentos sea cada vez mas necesario.
De ahi que la sociedad deba estar cada vez mas concienciada en que los productos
que lleguen al consumidor sean de buena calidad y que no contengan sustancias
perjudiciales para la salud. [Food Safety Magazine (2011)].

La leche, objeto de estudio en este trabajo, proporciona nutrientes esenciales y es
una fuente importante de energia, de proteinas de alta calidad y de grasas. Es por
esto que la leche de origen animal puede jugar un papel muy importante en paises
con un nivel bajo de ingestion de grasas o un acceso limitado a otros alimentos de
origen animal. También contribuye a la ingestion diaria de calcio, magnesio, selenio,
riboflavina, vitamina B1, y &cido pantoténico. [FAO Portal lacteo].

Un vaso de leche aporta a un nifio el 21% de las necesidades diarias de proteinas,
el 8% de calorias y ademas micronutrientes clave. [FAO: La leche en cifras].

Las micotoxinas pueden llegar a la leche fresca cuando la vaca haya consumido
algun alimento con aflatoxina B;. Estos metabolitos son generados por la actividad
de hongos en granos y forrajes, por ejemplo, y podrian proliferar debido al cultivo en
el campo, su recogida, transporte y almacenamiento. La presencia de estos
microorganismos en el propio campo es inevitable, sin embargo para su propagacion
seria necesario que los cultivos pasaran por dafios causados por insectos, por
fechas de siembra y cosecha incorrectas y otras condiciones ambientales extremas
como estrés hidrico o dafios por granizos.

Las micotoxinas poseen unas caracteristicas bastante importantes, éstas son su
termoestabilidad y su resistencia. Asi pueden llegar hasta varios niveles de la
cadena alimenticia, poniendo en riesgo la seguridad alimentaria, causando graves
problemas para la salud e incluso pudiendo causar la muerte.

Anteriormente se pensaba que la vaca lechera era menos susceptible a estos
compuestos gque otros animales, ya que se creia que el rumen podria reducir el

efecto de las micotoxinas producidas por hongos. Sin embargo, se ha observado en
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recientes estudios que no es del todo cierto, ya que si estos animales consumen
alimentos con un nivel de micotoxinas mayor del rango tolerable, la leche podria
sufrir cambios en su composicion y podria afectar a la eficiencia reproductiva, entre
otras cosas. [GOmez Bravo et al. 2018].

El vino incide significativamente en la economia de muchos paises. Los principales
productores de vino son, en este orden, Francia, Italia, Espafia, EE.UU., Argentina y
Sudafrica. Para controlar la calidad del vino se necesita considerar tanto los
aspectos microbiolégicos como los quimicos. La mercancia puede estar
contaminada por micotoxinas producidas por ciertos hongos. Las uvas pueden
contraer enfermedades fangicas y los hongos a veces producen micotoxinas. Son
los llamados hongos micotoxigénicos, de los cuales la preocupacion mayor se
encuentra en Aspergillus carbonarius, que produce la Ocratoxina A (OTA).

Un factor determinante es el clima, siendo de especial importancia las altas
temperaturas para la contaminacion por OTA. Aspergillus niger también es
importante, ya que esta relacionado con las fumonisinas. Ademas, se han observado
en el vino las aflatoxinas y la micotoxina T-2 de forma comun. Sin embargo la
patulina rara vez se detecta y las demas no son motivo de preocupacion
actualmente.

Hay un periodo critico entre el envero y la cosecha temprana para la contaminacion
por OTA debido a dafios abidticos y/o bibticos de las bayas. Esta contaminacion
aumenta con la maduracion y con el dafio de estas bayas, que puede ser causado
por insectos, hongos patégenos, por lluvia o un riego excesivo.

Se necesitan buenas practicas agricolas para controlar los efectos por micotoxinas
en el vino. El efecto del cambio climatico en las vides y en las micotoxinas del vino
necesita ser estudiado urgentemente para obtener una buena interpretacién de los
datos, sobre todo de OTA en uvas a temperaturas mas altas. La salud de la vid es
importante para esto.

Pueden ser susceptibles de contaminarse por micotoxinas una gran diversidad de
vinos, como rojo, blanco, dulce, seco y fortificado. Este trabajo se dedica al estudio
de vino rojo (vino tinto de mesa). [Paterson et al. 2018].

Por todos estos motivos, es importante realizar un estudio sobre micotoxinas en

estas muestras y comprobar si cumplen los niveles regulados por la legislacion.


http://www.actualidadganadera.com/articulos/micotoxinas-en-la-alimentacion-del-vacuno-lechero.html

2.2. Seguridad Alimentariay Legislacién

s SEGURIDAD ALIMENTARIA

El concepto de Seguridad Alimentaria surgié en la década de los 70 y se baso en la
produccion y disponibilidad alimentaria tanto a nivel global como nacional. En los
afos 80, se afiadio la idea de acceso economico Y fisico. En la década de los 90, se
llegd al concepto que se tiene en la actualidad, en la que se incorpora la inocuidad y
las preferencias culturales y se reafirma como un derecho humano.

Segun el Instituto de Nutricion para Centroamérica y Panama (INCAP), la Seguridad
Alimentaria Nutricional “es un estado en el cual todas las personas gozan, en
forma oportuna y permanente, de acceso fisico, econdémico y social a los alimentos
gue necesitan, en cantidad y calidad, para su adecuado consumo Yy utilizacion
bioldgica, garantizandoles un estado de bienestar general que coadyuve al logro de
su desarrollo”.

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO), desde la Cumbre Mundial de la Alimentacién (CMA) de 1996, la Seguridad
Alimentaria “a nivel de individuo, hogar, nacion y global, se consigue cuando todas
las personas, en todo momento, tienen acceso fisico y econdmico a suficiente
alimento, seguro y nutritivo, para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus
preferencias, con el objeto de llevar una vida activa y sana”. En esta definicion, el
término “seguro” se refiere a la inocuidad de los alimentos y a la garantia de su
salubridad para el consumidor.

En esa misma Cumbre, dirigentes de 185 paises y de la Comunidad Europea,
reafirmaron en la Declaracién de Roma sobre la Seguridad Alimentaria Mundial, “el
derecho de toda persona a tener acceso a alimentos sanos y nutritivos, en
consonancia con el derecho a una alimentacion apropiada y con el derecho
fundamental de toda persona a no padecer hambre”. [FAO (2011): Seguridad
Alimentaria y Nutricional].

En Espafia, la AESAN, Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion es un
Organismo Autonomo que se cred en 2001, adscrito al Ministerio de Sanidad,
Politica Social e Igualdad, cuya mision es garantizar la Seguridad Alimentaria, como

algo fundamental para la salud publica, promover la salud de los ciudadanos para



gue tengan confianza en los alimentos que consumen, asi como informacion
adecuada.

A nivel comunitario, la legislacion alimentaria tiene como objetivo garantizar la libre
circulaciéon de alimentos y piensos en la Union Europea (EU, European Union),
adaptandolo segun las normas internacionales.

La Comisién Europea (EC, European Commission) plasmé sus prioridades en el
“Libro Blanco sobre Seguridad Alimentaria”, que se presenté en 2000, donde se
recoge la principal estrategia de conseguir los mas elevados niveles de seguridad
alimentaria en la EU.

Este libro establece que el “Andlisis de riesgo” debe ser la base de la politica de la
seguridad alimentaria, mediante tres componentes recogidos en el Reglamento
178/2002, que son:

- Evaluacioén del riesgo: Consiste en el asesoramiento cientifico y andlisis de
datos.

- Gestion del riesgo: Pondera las distintas opciones normativas segun los
resultados de la evaluaciéon del riesgo y si es necesario adoptar las medidas
apropiadas para prevenir, reducir o eliminar el riesgo. Es una etapa basada
en la reglamentacién y control del riesgo.

- Comunicaciéon del riesgo: Proporciona informacion apropiada, coherente y
exacta sobre seguridad agroalimentaria a todos los interesados segun la

conclusion cientifica obtenida. [Libro Blanco sobre Seguridad Alimentaria].

% LEGISLACION

Actualmente, los compuestos toxicos que se deben controlar en los alimentos son
muchos, pero en este caso, el trabajo esta dedicado a los contaminantes llamados
micotoxinas.

Para que el control sea efectivo, se establecen limites maximos de residuos
tolerados (MRLs, Maximum Residues Levels) segun el procedimiento del Comité
Permanente de la Cadena Alimentaria y Sanidad Animal y previa consulta a la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, European Food Safety
Authority). [Reglamento 178/2002/CE del Parlamento Europeo y del Consejo].



Legislaciéon espafiola

La legislacion espafiola se basa en el Real Decreto 475/1998, de 13 de Mayo de
1988, por el que se establecen los limites maximos permitidos de las aflatoxinas B,
B,, G1 y G2 en alimentos para consumo humano. Establece como maximo 10 pg/kg
para la suma de las aflatoxinas B;, B,, G1 y G, y un maximo de 5 pg/kg para la
aflatoxina B;. [Real Decrecto 475/1998].

Legislacion europea

En la tabla 1 se muestra un resumen de la legislacién que aplica Europa a las
micotoxinas.

En lo que respecta a la alimentacion animal, actualmente sélo se establece un nivel
maximo para aflatoxina B; para la alimentacién de ganado vacuno lechero, el cual no
debe superar los 0.050 mg/kg, y para todas las materias primas 0.02 mg/kg. [ELIKA
(2005)].

El nivel maximo para la aflatoxina M; en leche para humanos es de 0.050 pg/kg.
Para la ocratoxina A en vino es de 2.0 pg/kg. Para la patulina se establece una
ingesta tolerable maxima provisional (PMTDI, provisional maximum tolerable daily
intake) de 0.4 ug/kg por peso corporal. Para la ocratoxina A una ingesta semanal
tolerable (TWI, tolerable weekly intake) de 120 ng/kg por peso corporal. Se establece
una ingesta diaria tolerable (TDI, tolerable daily intake) para algunas toxinas de
Fusarium, como para deoxinivalenol 1 pg/kg, zearalenona 0.2 pg/kg, para las
fumonisinas 2 pg/kg, para nivalenol 0.7 pg/kg y para T-2 y HT-2 0.06 pg/kg.
[Reglamento (CE) 1881/2006 de la Comisién].

Legislacion a nivel mundial

Para la mayoria de los paises se establece un limite de 2 ug/kg para la aflatoxina B;.
Sin embargo para la suma de todas las aflatoxinas Bi, B,, G1 y G, se permite hasta
un maximo de 4 upg/kg. En cuanto a la aflatoxina M; el limite establecido esta en
0.05 pg/kg.

Para la ocratoxina A se permite un valor de 5 pg/kg, sobre todo para cereales.

En el caso de las fumonisimas, para el total de ellas el limite va de 1000 a 3000
png/kg. Como se ha mencionado, esto es para la mayoria de los paises. [FAO-ONU
(2004)].



Normativa

Descripcién

Directiva 93/5/CEE

Recomendacion
2003/598

Recomendacion
2006/583/CE de la
Comisién

Reglamento
1881/2006 de la
Comisién

Reglamento
401/2006 de la
Comisioén
Reglamento
178/2010 de la
Comision
Recomendacion
2013/165/UE

Contenidos maximos para la patulina en determinados productos alimenticios

Prevencion y reduccién de la contaminacion por patulina del zumo de
manzana y los ingredientes de zumo de manzana en otras bebidas

Prevencion y reduccién de la contaminacion con toxinas de Fusarium
(zearalenona, fumonisinas y tricotecenos) en los cereales

Frutos secos, cereales, leche y
Aflatoxinas alimentos infantiles
Cereales, uvas pasas, café,
vino, zumo de uva, alimentos a
base de cereales, alimentos
dietéticos y para lactantes y
nifos de corta edad
Zumos de frutas, bebidas
elaboradas con manzana,
alimentos infantiles y productos
sélidos elaborados con manzana
Cereales, pasta, pan y alimentos
infantiles a base de cereales

Ocratoxina A

Se fija el contenido
maximo de
determinados
contaminantes en los
productos alimenticios

Patulina

Deoxinivalenol

Cereales, aperitivos y alimentos

Zearalenona infantiles a base de cereales
Cereales y alimentos elaborados
Fumonisinas a base de maiz

Métodos de muestreo y de analisis para el control oficial del contenido de
micotoxinas en los productos alimenticios

En lo que respecta a los cacahuetes y otras semillas oleaginosas, a los frutos
de cascara arbéreos, a los huesos de albaricoque, al regaliz y al aceite
vegetal

Sobre la presencia de las toxinas T-2 y HT-2 en los cereales y los productos
a base de cereales

Tabla 1. Legislacion europea aplicable a micotoxinas. [Pérez Ortega 2015].

2.3. Micotoxinas

El reino de los hongos se puede clasificar en levaduras y hongos filamentosos o

mohos. Los ultimos mencionados son los productores de micotoxinas.

Los hongos filamentosos o mohos son organismos eucariotas multicelulares y

filamentosos que estan constituidos por micelios verdaderos. Estan formados por

una serie de células alineadas llamadas hifas y carecen de clorofila. El micelio es el

conjunto de hifas ramificadas que resulta visible debido a su aspecto y color
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caracteristicos en la superficie o en el interior del alimento sobre el que se
desarrolla. Los mohos utilizan para su crecimiento metabolitos primarios como
acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos, los cuales se asocian con un
crecimiento exponencial rapido de estos. Los metabolitos secundarios son unos
compuestos que no son esenciales para el crecimiento vegetativo en cultivo puro y
entre los que se incluyen antibiéticos y micotoxinas. [Carlile et al. 2001].

En la figura 1 se muestra un esquema de las distintas partes del moho.

~—————————— @sporas 4—\“& /ﬁ

-
\

e hifas o ff

|
reproductoras s s
M\"‘ﬂg, «

0

e SN hifas e : ’
Aspergillus vegetativas Penicillium
(micelio)

Figura 1. Partes del moho. [Arroyo Manzanares 2013].

El nombre de “micotoxina” proviene de las palabras griegas “mikes” que significa
hongo y “toxina” que significa veneno. Se les conoce también como toxinas fungicas
y se definen como “metabolitos secundarios de bajo peso molecular, producidos por
varios centenares de especies de mohos que pueden crecer sobre los alimentos en
determinadas condiciones”. Desde antiguamente se conoce este efecto perjudicial y
ya en ese tiempo se recomendaba no tomar alimentos enmohecidos. [AECOSAN:

Seguridad Alimentaria].

2.3.1. Toxicidad de micotoxinas

En cuanto a la toxicidad que poseen las micotoxinas se puede decir que pueden
contaminar alimentos, piensos, asi como las materias primas que se utilizan para la
elaboracion de estos. Si la cantidad ingerida es elevada puede causar enfermedades
o trastornos tanto en humanos como en animales, lo cual se denomina
micotoxicosis. Puede verse aumentada la toxicidad de una micotoxina si se produce

un efecto sinérgico al presentarse simultaneamente con otra u otras micotoxinas.
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Los efectos adversos que se pueden presentar en el hombre y en los animales
pueden ser agudos o cronicos y pueden afectar al higado, al rifidén, al sistema
endocrino, al sistema nervioso e inmunitario. Los sintomas variaran dependiendo de
la estructura de las toxinas. [Faustman et al. 2005; Martinez Larrafiaga et al. 2006;
Soriano del Castillo et al. 2007].

El riesgo de intoxicacion aguda en el hombre por micotoxinas es bajo o moderado si
se compara con otros agentes de origen microbiolégico o contaminantes quimicos.
Sin embargo, la exposicion cronica puede causar lesiones severas, como cancer.
[Martinez Larrafiaga et al. 2006].

En la figura 2 se observan los efectos agudos y crénicos que pueden provocar las
micotoxinas comparandolos con otros agentes. Se deduce de la figura que las
micotoxinas se encuentran mas cerca del vértice de la piramide que de la base para
efectos agudos, lo cual indica que hay otros agentes que producen muchos mas
perjuicio como los microbiolégicos. Sin embargo para efectos cronicos las
micotoxinas se encuentran en la base de la piramide, siendo los agentes que mas

problemas causan a largo plazo. [Soriano del Castillo et al. 2007].

Plaguicidas I Plaguicidas I

Aditivos | Aditivos |
| Microbiologicos I

Micotoxinas |

— Ficotoxinas |
Fitotoxinas I Dieta I
Ficotoxinas | Fitotoxinas |
Microbiolégicos Micotoxinas
EFECTOS AGUDOS EFECTOS CRONICOS
Figura 2. Efectos de la exposicién a distintos agentes sobre la salud humana. [Soriano del Castillo et

al. 2007].

La Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC, International
Agency for Research on Cancer) clasifica algunas micotoxinas como carcinégenas o
potencialmente carcindgenas para el hombre, segun la toxicidad cronica, en:

Grupo 1: agente carcinbgeno en humanos.

Grupo 2: probablemente carcinégeno en humanos pero limitada, no existe evidencia

con animales.
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Grupo 2B: posiblemente carcin6geno en humanos limitada, en animales no existe
suficiente evidencia.

Grupo 3: no clasificable como carcinégeno para humanos.

Grupo 4: probablemente no carcinégeno en humanos con evidencia disponible tanto
en animales como en animales de experimentacion. [IARC].

En la tabla 2 se detalla la evaluacién realizada por la IARC segun el poder

carcindgeno de las micotoxinas.

Micotoxinas Grupo
Aflatoxinas de origen natural 1
Aflatoxina M, 2B
Citrinina 3
Esterigmatocistina 2B
Fumonisina B, 2B
Ocratoxina A 2B
Patulina 3
Toxinas derivadas de Fusarium graminearum, F. culmorum, F. 3

crookwellense (zearalenona, deoxinivalenol, nivalenol y fusarenona X)
Toxinas derivadas de Fusarium sporotrichioides (toxina T-2) 3

Tabla 2. Clasificacion de micotoxinas segun la IARC. [Carlile et al. 2001].

2.3.2. Clasificaciéon de micotoxinas

En la figura 3 se encuentra una clasificacion de micotoxinas atendiendo a los
principales grupos. Las micotoxinas mas importantes son las producidas por mohos

de los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium.

s AFLATOXINAS

Son un grupo de micotoxinas producidas por mohos del género Aspergillus, en
concreto de varias cepas de especies como A. flavus, A. parasiticus, A. Nomius y A.
tamarii.

Las aflatoxinas se conocen desde 1960, por la epidemia en Inglaterra que mat6 unos
100000 pavos que se alimentaban con mani infectado con A. flavus proveniente de
Brasil. [Martinez Miranda et al. 2013].
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Figura 3. Clasificacién de las micotoxinas. [Adaptado de Pérez Ortega 2015].

Pueden proliferar en muchos alimentos, como cacahuetes, maiz, en las semillas de
algodon, ademas de frutos secos y frutas desecadas (higos secos, pasas, etc.), en
cereales, en semillas oleaginosas como girasol, soja, en especias (pimenton,
pimienta, etc.), en cacao, café y piensos. [Juan et al. 2001].

Principalmente se presenta este tipo de mohos en climas tropicales, por la
temperatura y humedad elevadas. A una temperatura por debajo de 12°C
practicamente las aflatoxinas no se producen. Tiene lugar su produccién entre los
12°C y los 27°C.

Existen unos 16 compuestos dentro de este grupo, pero solo cinco se analizan como
rutina. Estas son: B; (AFB1), B, (AFB,), Gi (AFG,), G, (AFG,) y My (AFM,). Para
entender la informacion que da el nombre se aporta lo siguiente: la letra B indica que
dichas aflatoxinas tienen fluorescencia azul frente a la luz ultravioleta (365 nm) (B
del inglés blue). La letra G indica fluorescencia verde amarillenta (G del inglés
green). Las que poseen subindice 1 se diferencian de las de subindice 2 puesto que
éstas Ultimas presentan un doble enlace mas que las primeras. Ademas, las B
difieren de las G porque el anillo de furano de las primeras es un anillo de lactona en
las segundas.

Los animales que consumen alimentos que estén contaminados por aflatoxinas B,

son capaces de metabolizarlas, hidroxilandolas en una posicion determinada y asi
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de esta forma a partir de la AFB; se puede formar la AFM; y de la AFB; la AFMy,
siendo las aflatoxinas M las secretadas en la leche.

Actualmente se consideran las micotoxinas de mayor riesgo para la salud, sobre
todo por ser téxicos hepaticos y por su grado de toxicidad y carcinogenicidad
siguiendo el orden de B;>G;>B,>G, de mayor a menor toxicidad, siendo la mas
toxica la AFB;, que ha demostrado ser carcindbgena en todos los animales de
experimentacion y ademas esta clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO, World Health Organization) como carcinégeno para el hombre.

En los humanos, estas aflatoxinas son responsables de muchas intoxicaciones
masivas produciendo hepatitis agudas, sobre todo en zonas de la India, de Africa
tropical y ecuatorial y del Sudeste Asiatico, ademas de agravar enfermedades que

se producen por malnutricién. [Arroyo Manzanares 2013; Pérez Ortega 2015].

% TOXINAS DE FUSARIUM

Son micotoxinas producidas por hongos del género Fusarium. Son los principales
contaminantes de alimentos en regiones templadas. El maiz es el producto més
contaminado por este tipo de micotoxinas, pero también puede aparecer en otros
cereales y en la malta de cerveza. Son mas comunes en animales domésticos, pero
también se conocen algunos casos en humanos. [Arroyo Manzanares 2013].

En funcién del moho que las produce se distinguen los siguientes subgrupos:

e Fusarium verticilloides:

Produce las conocidas fumonisinas.
-Fumonisinas: Son un grupo de toxinas producidas por los mohos del género
Fusarium. Se conocen 15 tipos de ellas, pero la fumonisina B; es la mas
importante, la cual es producida por el hongo Fusarium verticilloides.
Estos hongos contaminan normalmente el maiz y todos los productos a base de
maiz. Esta relacionado con la aparicion de cancer de eséfago e higado,

intoxicacién aguda y defectos neuronales.

e Fusarium graminearum:

Produce toxinas estrogénicas y no estrogénicas.
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-Toxinas estrogénicas: Pertenecen a este grupo la micotoxina zearalenona
(ZEN) y zearalenol. Poseen estructura de lactona. A pesar de que no existe
demasiada semejanza estructural con los estrogenos fisiologicos, la estructura
tridimensional que tiene el anillo de lactona sitia un -OH en una posicion que es
capaz de interactuar con los receptores de estrogenos.

-Toxinas no estrogénicas: Se incluyen en este grupo a deoxinivalenol, nivalenol,
toxinas T-2 y HT-2 y a diacetoxiscirpenol. También se le conoce a este grupo
como tricotecenos.

La mas importante y también mas frecuente es la micotoxina deoxinivalenol,
también se le conoce con el nombre de “vomitoxina”, que es muy estable. Se
conocen algunos casos en la India y en Japon, aunque es relativamente poco
frecuente la intoxicacion en humanos. En animales de experimentacion no parece
ser cancerigeno.

La toxina T-2 se presenta en alimentos producidos en zonas frias. La explicacién
podria ser que ésta se produce a una temperatura Optima bastante mas baja que
la de otras micotoxinas. Las toxinas T-2 y HT-2 pueden ser preocupantes para la
salud segun algunos estudios. Se necesita investigar mas sobre ellas, que suelen
aparecer en cereales y en productos a base de cereales, sobre todo en avena y
productos a base de avena.

En cuanto a otros tricotecenos estudiados hasta este momento, como
diacetoxicispernol, 3-acetildeoxinivalenol, 15-acetildeoxinivalenol, fusarenona-X,
T2-triol, neosolaniol, monoacetoxiscirpenol y verrucol no existe mucha informacion
ni estdn muy extendidos, con lo cual parecen no representar un riesgo para la

salud humana.

Es de gran influencia en el contenido de estas toxinas las condiciones climaticas

durante el crecimiento de la planta. Por esta razon, se puede prevenir esta

contaminacion con unas buenas practicas agricolas. [Arroyo Manzanares 2013;
Pérez Ortega 2015].

s OTRAS MICOTOXINAS

Se hara referencia a las siguientes:
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e Patulina (PAT)
La patulina es una micotoxina que se produce por varias especies de Penicillium,
Aspergillus y Byssochylamys. Puede penetrar principalmente en productos derivados
de la manzana como jugos, zumos o sidra, debido a que es altamente soluble y muy
estable en medios acuosos, y ademas pueden resistir el procesamiento térmico en
jugos pasteurizados. Aparece en fruta, principalmente manzana, y en menor medida
en pera y uva; pero también se ha detectado en vegetales y granos de cereales.
Para mitigar esta toxina bastaria con lavar la fruta o eliminar las piezas que estén
deterioradas, puesto que el maltrato y el pudrimiento de la fruta aumentan la
probabilidad de formacion de patulina.
Algo curioso es que presenta caracteristicas de antibidtico y se ha probado para
tratar el resfriado coman, pero debido a que es un irritante estomacal y produce
nauseas y vomitos no se ha insistido en seguir demostrando su efectividad.
Uno de los sintomas de intoxicacion por esta toxina es hemorragia del tracto
digestivo en ganado. Como dato, en 1954 se acuso de la muerte de 100 vacas en
Japon a la intoxicacion por patulina. [Katerere et al. 2008; Murillo et al. 2008;
Rodriguez Carrasco et al. 2013; Victor Ortega et al. 2013].

e Citrinina (CIT)
Es una micotoxina nefrotdxica producida por varias especies de los géneros
Aspergillus, Penicillum y Monascus. Su presencia se ha detectado en alimentos
como frutas, quesos y cereales, que principalmente se forma tras la recogida de la
cosecha y aparece principalmente cuando los granos de cereales son almacenados;
también se presenta en bellotas, nueces, zanahoria, tomate, carne, etc. Existe
ademas en alimentos coloreados, como el arroz rojo, que es fermentado por
especies del género Monascus.
Se caracterizO como antibiético y demostr6 tener capacidad antifungica y
bacteriostatica, pero mas tarde se le responsabilizé de neuropatia porcina en varios
paises de Europa.
Tiene efectos nefrotdxicos y mutagénicos. Si se ingiere puede provocar diarrea y
pérdida de peso debido a una degeneracion renal. Es de resaltar el efecto sinérgico
gue se produce cuando se encuentra combinada junto a la ocratoxina A (OTA).
[Andersen et al. 2004; Arroyo Manzanares 2013; EFSA Journal 2012; Samsudin et
al. 2013].
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e Ocratoxina A (OTA)
Las ocratoxinas son micotoxinas producidas por hongos como Aspergillus ochraceus
y Penicillium verrucosum. Entre ellas se encuentran la A, la B, la C y los metil y etil
ésteres derivados de las ocratoxinas A y B. La mas importante es la ocratoxina A,
por su toxicidad y por su gran incidencia en alimentos y es en la que se centrara este
estudio.
Se presenta en varios productos vegetales, en cereales, café, cacao y frutos secos.
También en productos elaborados a base de estos como vino, cerveza, pero
ademas en algunos de origen animal como rifiones de cerdo.
Estructuralmente, tiene la particularidad de contener un atomo de cloro.
Esta toxina presenta propiedades carcindgenas, nefrotdxicas, teratdgenas,
inmunotdxicas y neurotoxicas. Es el agente etiolégico de la nefropatia porcina
danesa y a veces se cita como el agente causal de los Balcanes endémicos.
Su contenido maximo se ha establecido para cereales y productos a base de ellos,
uvas pasas, café, vino, zumo de uva, especias y alimentos para lactantes y nifios de
baja edad, grupo bastante vulnerable a esta exposicion.
[Paterson et al. 2018; Remiro Ifiigo 2011; Soriano del Castillo et al. 2007].

e Esterigmatocistina (STE)
Es una micotoxina producida por A. versicolor, aislada por primera vez en 1954. Es
precursora de las AFB;, AFG; y AFG..
Se ha detectado en cereales, café, jamén, pimienta y queso, entre otros. Esta

relacionada con los carcinomas gastricos, hepaticos y esofagicos.

e Ergocornina (Eco)

Pertenece al grupo de los alcaloides ergdticos. Estos se conocen como alcaloides
del cornezuelo del centeno. Se producen por hongos como Hypocreales y
Eurotiales. Dentro del primero, Claviceps purpurea es el hongo mas extendido en
Europa y éste afecta a centeno, cebada, trigo, avena, mijo y otros cereales.

Se han identificado mas de 50 alcaloides ergoticos diferentes, que normalmente
varian en cantidad y tipo segun cepas de hongos y regiones geograficas. Este
estudio sélo se centrara en la Ergocornina. [Arroyo Manzanares 2013].

En la figura 4 se muestran las estructuras de las diez micotoxinas que se han

estudiado en este trabajo.
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Figura 4. Estructuras de las micotoxinas estudiadas en este trabajo.



2.4. Antecedentes

Con anterioridad a este trabajo se pueden encontrar en bibliografia abundantes
ejemplos de estudios representativos del uso de Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (HPLC, high performance liquid chromatography) o Cromatografia Liquida
de Ultra-Elevada Eficacia (UHPLC, Ultra High Performance Liquid Chromatography)

acoplada a Espectrometria de Masas tal y como puede observarse en la tabla 3.

Analito Tratamiento Cromatografia Técnica

(N° analitos) Muestra muestra liquida acoplada Referencia
Mico:c;;dnas vaccr;e QUEChERS UHPLC Qg0 Sartzoorilgt al.
Meounes  Lee | Counredes  ueic  Qomwm MRS
Micozg;‘i”as Vino SPE HPLC TOF PS{ZZL gglega
Micozg;‘i”as V"ezcehtgl Extraccion L-L UHPLC QdQ HamZ%‘:jl?t al.
Mic‘ztzos’;i“as Cereales QUEChERS UHPLC QaQ J“az‘r(‘)gi al
Micogg;(inas Cerveza Des%iellts;gi;gﬁién y HPLC QTRAP Pet(;roslit al.
Micotoxinas Pan ?igg Cncg?zoin HPLC QTRAP Saladino et
) Ultra-Turrax el B
Micozg;‘i”as Vino QUEChERS UHPLC QqQ Haznoiga"
Mic?tzoz);inas I_Ve;ccr;e Extraccion L-L HPLC QQQ F:aotrgﬁ ;(I)olrgs

Tabla 3. Metodologias desarrolladas para la deteccién de micotoxinas en alimentos.

2.5. Cromatografia de liquidos-Espectrometria de masas

% CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

La Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) es una técnica de separacion en
la que se utiliza una presion elevada para forzar al disolvente (fase movil) a pasar
por una columna (fase estacionaria) que contiene particulas muy finas (tamarfio tipico
de 3-10 um), que permite conseguir separaciones de gran resolucion. Se emplea

fundamentalmente para analizar compuestos polares no volatiles o termolabiles.
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Un cromatogréfo de liquidos consta de depdsitos para la fase movil, un sistema de
bombeo para proporcionar presion, un dispositivo para introduccién de la muestra,
una columna cromatografica, un detector y un sistema para el tratamiento de datos
llamado registrador. Algunos equipos incluyen un horno para controlar la
temperatura de la columna. [Harris et al. 2007].

En la figura 5 se observan los componentes basicos de un cromatdgrafo de liquidos.

Introduccion de la muestra

Columna

Figura 5. Componentes basicos de un cromatografo de liquidos. [Hernandez Hernandez et al. 2002].

Disolvente d

Bomba

La separacion de la mezcla se puede llevar a cabo mediante una elucion isocrética,
en la que la composicion de la fase moévil es constante, o mediante elucién por
gradiente, donde la composicién del disolvente varia durante el desarrollo del
cromatograma. [Hernandez Hernandez et al. 2002].

La HPLC es una técnica fundamental para la mayoria de los laboratorios de ensayo.
Se ha estado desarrollando continuamente y se ha conseguido una mejora en los
métodos de analisis anteriores. [Moreno Gonzalez 2013].

Recientemente, ha supuesto un avance introducir la Cromatografia de Ultra-Elevada
Eficacia (UHPLC), no s6lo por la rapidez en el andlisis sino también por una
consecuencia directa de este hecho como es un menor consumo de disolvente.
Esto ha sido posible por el desarrollo de nuevas fases estacionarias de particula
hibrida, con un componente inorganico y otro organico, y con un tamafio de particula
inferior a los 2 um, originando la UHPLC. Esta reduccion del tamafio de particula,
disminuye la altura equivalente de plato tedrico (HETP, Height Equivalent Theoretical

Plate), lo que mejora la eficacia del proceso, con lo cual permite trabajar a caudales
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mas rapidos de fase maovil sin que pierda la calidad en la separacion cromatogréfica.
[Arroyo Manzanares 2013].

Aunque el empleo de técnicas cromatograficas proporciona una gran ventaja para la
determinacién simultanea de varios contaminantes presentes en una muestra, si se
utilizan como detectores los tradicionales como UV-visible, fluorescencia o captura
electronica se suelen obtener resultados con una gran incertidumbre, aumentando
con esto el riesgo de falsos positivos y negativos. Es un problema serio puesto que
un falso positivo puede derivar en la paralizacion de un cargamento de alimentos de
manera errénea, y un falso negativo podria desembocar en que alimentos que no
cumplen con la normativa lleguen al mercado con los consecuentes riesgos. La
solucion a este contratiempo ha sido el acoplamiento de espectrometros de masas a
los sistemas de separacion cromatografica, sobre todo el de alta resolucion llamado
tiempo de vuelo (TOF) y el sistema de espectrometria de masas en tandem triple
cuadrupolo (QgQ), los cuales permiten identificar y cuantificar con una gran
fiabilidad.

El acoplamiento de Cromatografo de Liquidos (LC)-Espectrometro de Masas (MS)
es complejo, pero Ultimamente se han logrado destacados avances de esta técnica
que han permitido un gran desarrollo de la misma. Esto ha hecho posible una
determinacién rapida de sustancias mas polares o termolabiles en los alimentos con

bastante fiabilidad. [Romero Gonzélez et al. 2007].

< ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas se basa en el hecho de que los iones originados en una
fuente de ionizacion presentan diferente comportamiento al atravesar campos
eléctricos y magnéticos: estos iones se separan en funcion de su relacion
masa/carga (m/z) y son detectados posteriormente.
Un espectrometro de masas consta de una serie de componentes basicos que se
nombran a continuacion:

e Camara de ionizacién o fuente de ionizacion: Es el lugar donde se generan

los iones a partir de las sustancias quimicas a analizar.
e Analizador: Importante componente que diferencia los iones que se generan

en funcién de su relacién m/z.
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e Detector: Que amplifica la sefal eléctrica para cada uno de los iones
generados. [Romero Gonzalez et al. 2007].

A continuacién se describen los componentes basicos del espectrometro de masas:

e FUENTE DE IONIZACION
La Cromatografia de Liquidos-Espectrometria de Masas ha solventado el gran
problema de incompatibilidad entre ellas, debido a que la cromatografia trabaja con
muestras liquidas y la espectrometria de masas con muestras en estado gaseoso. El
gran desarrollo de esta técnica ha hecho posible su compatibilidad.
Se han desarrollado varias interfases que satisfacen este acoplamiento. Estas son:
el plasma de acoplamiento inductivo (empleada para atomos metélicos, siendo el
uso en menor medida para no metalicos), bombardeo de atomos rapidos de flujo
continuo, ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI), fotoionizacién a presion
atmosférica (APPI), electrospray asistido neumaticamente e ionizacion por
electrospray o electronebulizacion (ESI). La ultima interfase nombrada es de las
mas empleadas y la utilizada para este trabajo. [Moreno Gonzalez 2013].
La ESI ha revolucionado el campo de estos acoplamientos, para el analisis de
moléculas cargadas, biomoléculas volatiles, no polares y térmicamente labiles, en
gran parte por su capacidad de formar iones mono- o multicargados. [Banerjee et al.
2012; Simo et al. 2005].
A continuacion se describe el proceso de ionizacion del electrospray: entre el final
del capilar de la fuente ESI y la entrada del espectrometro de masas se establece
una diferencia de potencial (1,5 kV). Para la formacion del electrospray intervienen
diversos mecanismos (figura 6) y se lleva a cabo a presion atmosférica.

+ Q R
. + +
'\‘ Evaporacion @ @: +

-

++ +
+
' % Q + T4
g
Cono de Taylor +Q F o
+

Gota cargada e
Limite de Rayleigh
Claster

alcanzado y comienzan . : ion
las explosionesde disolvente-ion
Coulomb

Figura 6. Esquema del proceso de formacién del electrospray. [Moreno Gonzélez 2013].

El primer paso para obtener iones aislados es la formacién de un cono de liquido

(cono de Taylor) en la punta de la aguja de la interfase como se observa en la figura
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6 y desde ahi salen las gotas cargadas. Asi la muestra se carga y se dispersa
simultdneamente. En segundo lugar, el disolvente de la fase movil se va evaporando
gracias a un gas de secado, de esta manera aumenta la densidad de carga eléctrica
dentro de las microgotas y los iones de la misma polaridad son atraidos hacia la
superficie de ellas debido a la diferencia de potencial existente. Cuando la fuerza de
repulsion de los iones del mismo signo son mayores que la tension superficial que
mantiene unidas las gotas de forma esférica (limite de Rayleigh) las gotas se van
dividiendo en otras mas pequefas (explosiones de Coulomb) que seguiran sufriendo
procesos de evaporacion y explosion sucesivos hasta que se formen los iones

cargados que entraran en el analizador de masas. [Somsen et al. 2010].

e ANALIZADOR

Una vez que se ha producido la transferencia de los iones de la fase liquida
procedente del capilar a la fase gaseosa, éstos se dirigen al analizador de masas.
Existen varios analizadores para MS: los cuadrupolos (Q), las trampas de iones (IT),
los analizadores de tiempo de vuelto (TOF) y sistemas hibridos como el Q-TOF. Los
mas utilizados son los Q y los IT, siendo los de cuadrupolo los de mayor uso debido
a su gran robustez para andlisis de rutina y a su bajo costo comparado con otros.
[Moreno Gonzalez 2013; Romero Gonzalez et al. 2007].

Un analizador de cuadrupolo simple consiste en cuatro barras metalicas dispuestas
paralelamente, conectadas dos a dos eléctricamente. Sobre estas barras se aplica
un voltaje de compensacion de corriente continua y un voltaje de radiofrecuencia.
Los iones que se producen en la fuente de ionizacién se introducen en el analizador,
en este caso en un campo cuadripolar mediante diferencia de potencial, con lo que
estos empiezan a oscilar en un plano perpendicular a las cuatro barras. De esta
manera, los iones describen una trayectoria que depende de su relacion m/z. Los
cuadrupolos tienen la capacidad de ajustar una radiofrecuencia para estabilizar una
relacion m/z concreta y llevarlos al detector, con lo cual los iones que contengan esa
relacion especifica van a seguir una trayectoria estable que les dirigira hacia el
detector (iones resonantes representados en la figura 7 de color rojo), y el resto de
iones presentaran una trayectoria, en este caso no estable, de tal manera que
saldran del cuadrupolo chocando con las barras metéalicas, como se observa (color

azul) en la figura 7, llamados iones no resonantes.
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Figura 7. Trayectoria de los iones en un analizador de cuadrupolo. [Gates 2014].

La salida de los iones hacia el detector se realiza ordenadamente segun la masa de
los compuestos. Salen primero los compuestos con menor masa basandose en la
Segunda Ley de Newton (F = m - a) puesto que al aplicar la misma fuerza para todos

los iones, la aceleracion sera mayor cuanto menor sea su masa.

-Sistemas de masas en tandem:

Existen dos grandes grupos segun los tipos de analizadores de masas involucrados.

1. EspectrOmetros de masas tandem en tiempo (tandem-in-time). Entre ellos se
encuentran trampas de iones lineales y cuadrupolares, trampas orbitales
(orbitrap) y FT-ICR-MS (Fourier-transform ion cyclotron resonance mass
spectrometry). Los iones producidos en la regién de ionizacidon se atrapan, se
aislan, se fragmentan y luego se separan segun su relacion m/z en el mismo
espacio fisico. Permite un registro de iones producto sucesivos, lo que se
conoce como masas a la “n”, (MS)".

2. Espectrémetros de masas tandem en espacio (tandem-in-space). En ellos,
existen, como minimo, dos analizadores separados en el espacio. Hace posible
el estudio no so6lo de iones-producto, sino también de iones-precursores, de las
reacciones entre dos iones relacionados e incluso el monitoreo de la pérdida de
un fragmento neutro. A este grupo pertenece el triple cuadrupolo, que es
precisamente el usado en este trabajo, cuyo fundamento se describe en los

siguientes parrafos.
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Analizador Triple Cuadrupolo (QQQ o QqQ)

La espectrometria de masas unidimensional, que tiene un solo analizador de masas,
puede alcanzar su limite de resolucion, de sensibilidad, de rango de masas, y sobre
todo, de informacion que se requiera para conocer una estructura molecular.

Cuando los espectros de masas no tienen muchas sefiales, y ademas éstas estan
representadas por iones moleculares o iones cllster, pero no se registran iones-
fragmento, es muy dificil establecer una estructura quimica de la molécula con
fiabilidad. En muchas muestras se observa mucho ruido quimico y esto hace
complicado detectar e identificar los analitos de interés, mas aun cuando la muestra
posee muchas impurezas e interferencias.

De ahi la importancia de utilizar un sistema tdndem como es MS/MS, triple
cuadrupolo en este caso (QgQ).

El triple cuadrupolo consiste en tres cuadrupolos conectados en serie. El cuadrupolo
1 (Q1) y el cuadrupolo 3 (Q3) consisten en dos analizadores de tipo cuadrupolo
conectados en serie y el Q2 o celda de colision, situado entre Q1 y Q3, en el que se
aplica la energia de colision para fragmentar los iones.

Q1: En el primer analizador de masas (MS1) se realiza un clean-up especifico, ya
que es capaz de distinguir, en una mezcla compleja, los iones propios del analito y
los que provienen de las interferencias. Esto permitira aumentar la relacion
sefal/ruido (S/N) y registrar sélo las sefales caracteristicas del analito-target.

Q2: Celda de colisiones activadas: Es un dispositivo que se sitla entre los dos
analizadores, donde el ion seleccionado puede “activarse”, que significa que puede
aumentar su energia interna para su disociacién y formacién de iones-fragmento
(iones-producto), que son registrados en el analizador MS2. Es decir, este
dispositivo provoca las disociaciones inducidas de iones estables.

Q3: El segundo analizador (MS2), en el que se registran sélo esas sefales
caracteristicas del analito, permite obtener un espectro de masas del ion
caracteristico de ese analito-target.

En la figura 8 se puede observar un esquema del proceso de un analizador de triple

cuadrupolo:
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Figura 8. Esquema del proceso de analizador triple cuadrupolo. [Moreno Gonzalez 2013].

Estos analizadores pueden trabajar en varios modos de adquisicion:

1. Barrido completo (full scan) en el que los voltajes aplicados van a variar en
funcion del tiempo para obtener un espectro de masas del compuesto. Esto da
una idea muy precisa para la identidad del producto. El primer analizador MS1
(Q1) hace un barrido completo y registra espectros de masas de cada analito, se
ionizan y se fragmentan en iones moleculares y sus iones-producto. Q2 y Q3
operan s6lo en modo de transmisién de iones.

2. Barrido de ion(es) seleccionado(s) (SIM, Selected lon Monitoring). En este
caso, el primer analizador MS1 sélo deja pasar un ion o varios iones
seleccionados que sean tipicos del analito-target que se busca. Q1 y Q2 sélo
transmiten estos iones filtrados por el MS1. Como cada ion seleccionado se
mide durante mas tiempo, aproximadamente 50 ms en lugar de 50 ps, el ruido
guimico se reduce y como consecuencia aumenta la relacion S/N. Permite
detectar analitos en cantidades del orden de pg o menos. Este modo se usa
para el registro de un compuesto de interés presente en una muestra compleja,
de manera que debe coincidir los tiempos de retencion de este compuesto con
los del compuesto-patron certificado, ademas de la relacién de abundancias.

3. Barrido de ion-fragmento (Product ion scan). Consiste en la seleccion de un
ion precursor o un ion-padre en el primer analizador MS1 (Q1), que opera en
modo SIM. El ion-padre escogido se dirige a Q2 que no funciona como un filtro
de masas sino como un sistema de transmision de iones después de su
activacion, junto a la fragmentacién. El gas de colision (normalmente He, Ar o

N2), les proporciona la energia adicional y un potencial quimico aplicado en el
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Q2 permite que los iones se aceleren y posean energia interna adicional. Esto
conduce a los iones-fragmento que se dirigen al Q3. En este analizador Q3 se
hace un barrido en el rango de masas m/z menores al ion-padre. Es el modo
mas utilizado en QqQ.

4. Barrido de ion-precursor (Parent ion scan). Permite encontrar todos los iones
precursores que pueden dar un ion-fragmento en un espectro de masas. El
primer analizador (Q1) opera en modo de barrido completo desde la masa
superior a la del ion-producto seleccionado. Estos iones atraviesan la celda de
colisiones activadas, donde se fragmentan generando los iones-producto mas
otros. El tercero (Q3) opera en el régimen de monitoreo del ion seleccionado
(SIM). El ion seleccionado es el ion-producto (daughter ion) y se buscan
precisamente sus precursores.

5. Barrido de fragmento neutro (Constant neutral loss scan). Ambos
analizadores, Q1 y Q2, operan en modo de barrido (scan) simultdneo, enlazado
(linked), pero se hace para iones con una diferencia fija correspondiente a la
masa de un fragmento neutro seleccionado, es decir, s6lo pasaran iones con
una diferencia masica preestablecida (Am).

6. Monitoreo de reaccion multiple (MRM, Multiple Reaction Monitoring). Es un
meétodo de adquisicidn interesante, ya que puede convertirse en un detector de
masas especifico, altamente selectivo y sensible. Existe una probabilidad de que
el ion seleccionado y una sefial que proceda del ruido quimico (fondo) coincidan.
La consecuencia de ello es que baja la sensibilidad y el resultado es menos
fiable (falsos positivos y falsos negativos). Para evitarlo, en lugar de monitorear
iones caracteristicos se registran las transiciones entre los pares de iones,
precursor y producto. En Q1 se filtran iones precursores seleccionados en modo
SIM y en Q3 se dejan pasar séOlo iones-producto también operando en modo
SIM. Esto anula casi completamente la probabilidad de que coincida con sefales
del fondo y asi aumenta la relacion S/N.

En este trabajo se ha operado en modo MRM.

-MS/MS hibridas:
Las configuraciones de MS/MS hibridas implican la combinacién de varios
analizadores de distinta naturaleza. Por ejemplo, un analizador de cuadrupolo (Q) o

trampa de iones (IT) con uno de sector magnético (B) solo o en conjunto con un
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analizador electrostatico (E) o con uno de tiempo de vuelo (TOF). Esto da lugar a
varios equipos tdndem hibridos como Q-TOF, IT-TOF, E-B-E, Q-B-E, etc. [Moreno
Gonzélez 2013; Romero Gonzalez et al. 2007; Stashenko et al. 2010; Yost et al.
1979].

e DETECTOR

La corriente eléctrica de estos iones que salen del analizador resonantes (corriente
i6nica parcial) se mide, normalmente, en un electromultiplicador. Esta se amplifica y
digitaliza para convertirse en una sefial grafica, en la intensidad o abundancia del
ion-fragmento en un espectro de masas. La suma de todas las corrientes idnicas
parciales obtenidas en funcion del tiempo dara otra grafica en el cromatograma
(corriente i6nica total reconstruida), llamada TIC, Total lon Current, por sus siglas en
inglés. [Stashenko et al. 2010].

El detector utilizado en este estudio es el espectrémetro de masas mencionado en el

apartado 4.3.

3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es desarrollar y validar una metodologia para
realizar un analisis residuo de un grupo de diez micotoxinas en alimentos mediante
LC-MS/MS.

Los tres objetivos especificos que se persiguen son:

1) Poner a punto un método de analisis residuo de micotoxinas mediante
Cromatografia de Liquidos de Ultra-Elevada Eficacia (UHPLC) acoplada a un
Espectrometro de Masas con detector de Triple Quadrupolo utilizando una fuente
de ionizacién por electrospray (ESI) operando en modo positivo.

2) Validar el método de andlisis desarrollado.

3) Aplicar el método desarrollado y validado a muestras reales, estudiando la
presencia de micotoxinas en muestras de alimentos, concretamente en este

caso, vino y leche.

29



4. EXPERIMENTAL

4.1. Materiales y Reactivos

Los patrones estandar de los analitos que se determinaron fueron adquiridos de la
casa comercial Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, EE.UU.). A partir de disoluciones
concentradas de éstos, de normalmente entre 100 y 500 mg/L, almacenadas en
congelador a -18°C, se prepard una disolucion en metanol que contenia todos los
analitos y en la que la concentracion de cada uno en este mix era de 5 mg/L.
Seguidamente, esta disolucién se diluyé con MeOH:H,0 (50:50, v:v) hasta conseguir
una concentraciéon de 100 ug/L. A partir de esta ultima, se fueron preparando los
niveles de la recta del calibrado estandar mediante diluciones sucesivas, ajustando
la proporcion de agua y metanol para que finalmente fuera de H,O:MeOH (80:20,
v:v). El metanol utilizado era de la casa comercial Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri,
EE.UU.). El agua utlizada fue de la casa comercial Merck Milipore (Milford,
Massachusetts, EE.UU.).

Los niveles de las rectas de calibrado utilizadas en el estudio fueron, para todos los
analitos, de: 0 pg/L (blanco), 0.001 pg/L, 0.01ug/L, 0.1 pg/L, 1 pg/L y 10 pg/L como
nivel maximo.

Para la extraccién en fase sélida (SPE) se utilizaron cartuchos Oasis HLB 6 cc (200
mgq) de la casa comercial Waters Corporation (Milford, Massachusetts, EE.UU.).

Se usaron tubos de ensayo para recoger los extractos de leche, al igual que los de
vino.

Se usaron también tubos Falcon de centrifuga de un volumen de 15 mL para realizar
la dilucion pertinente en el tratamiento de muestra.

Por dltimo se utilizaron viales de vidrio de 1.5 mL de volumen para llevar a cabo el
analisis mediante UHPLC-MS/MS.

Para las fases moviles se utilizd6 agua con un 0.1% de &cido férmico y metanol
también con un 0.1% de &cido férmico. El &cido férmico de la casa comercial Sigma-
Aldrich (San Luis, Misuri, EE.UU.).
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4.2. Tratamiento de Muestra

Para llevar a cabo la determinacion de compuestos en alimentos se sigue el
siguiente procedimiento: Tratamiento (etapa de clean-up opcional) — Extractos
conteniendo los analitos — Separacion (UHPLC) — Identificacion y cuantificacion
(MS/MS).

El tratamiento de muestra es una etapa fundamental para la determinacion de
residuos de micotoxinas en alimentos. Tiene como objetivo: eliminar la mayor parte
de interferentes en la matriz al objeto de aumentar la selectividad y poder extraer
correctamente los analitos de estudio.

Las matrices utilizadas en este trabajo son vino y leche. Son matrices acuosas que
no presentan especialmente problemas para este tratamiento de muestra, puesto
que son liquidas.

La extraccién en fase sélida es idonea para extraccién de analitos presentes en
muestras liquidas. El disolvente compite con los analitos por los sitios activos de
adsorcion del sorbente, esto quiere decir, que la elucion es un
desplazamiento del soluto a través del sorbente por la accién del eluyente. Asi,
cuanta mayor afinidad tengan los solutos por el eluyente, méas facil sera la elucion.
Por esto es muy importante hacer una eleccion adecuada de los disolventes que se
empleen.

Cada vez se utilizan mas los cartuchos rellenos poliméricos con balance hidrofilico-
lipofilico, de fase reversa, humectable en agua, conocidos como HLB, y son
precisamente, los utilizados en este estudio. [Moreno Gonzalez 2013].

En esta extraccion en fase sdlida, principalmente empleada para muestras liquidas,
la muestra se pasa por un cartucho, el cual contiene un sorbente sdlido, que hace
que los analitos sean retenidos, para después ser eluidos con el disolvente
adecuado.

El cartucho Oasis HLB utilizado es muy hidrofilico, humectable con agua con
balance hidrofilico-lipofilico. De fase reversa, utilizado para analitos neutros, acidos y
basicos. [WATERS].

El procedimiento que se sigue para realizar SPE consta de 5 etapas:

Una primera etapa es de acondicionamiento del cartucho, la segunda para carga de
la muestra, la tercera de lavado, la cuarta etapa de secado y la Gltima etapa es la de

elucion.
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Oasis® HLB
Hydrophilic AT N O

Retention of Polars ) / Lipophilic
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Water-wettable
Stable from pH 0-14
No silanol interactions

Figura 9. Estructura del sorbente polimérico HLB. [WATERS].

Se describe a continuacion las etapas seguidas en la practica tanto para vino como

para leche. El procedimiento fue el mismo:

1.
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Acondicionamiento: el sorbente del cartucho se acondiciona con disolvente de
propiedades similares a la muestra. En este caso se afadieron 3 mL de metanol
y seguidamente 3 mL de agua que actuaron por gravedad. El agua se aflade en
ultimo lugar porque las matrices utilizadas son acuosas. Todo lo recogido en esta
etapa fue a desecho.

Carga de la muestra: la muestra pasa por el sorbente donde quedan retenidos
en el cartucho los analitos de interés, ademas de otros interferentes. En este
estudio se afiadi6 3 mL de vino y 3 mL de leche para cada matriz, dejando que
cayeran por gravedad. Igualmente en esta etapa lo eluido es desecho.

Lavado: para realizarlo correctamente en esta etapa se necesita pasar un
disolvente 0 mezcla de disolventes que sean capaces de eliminar interferentes
pero que no eluya los analitos de interés. Se afiadieron 3 mL de una mezcla
H,O:MeOH (95:5, v:v) que cay6 por gravedad. Lo recogido fue desecho.

Secado: es una fase opcional de la extraccion en fase solida. Las trazas del
disolvente se eliminan haciendo pasar aire por el cartucho durante un tiempo
determinado. En este caso se pasé aire ayuddndose por una jeringa y un
adaptador durante un tiempo de 2 minutos aproximadamente.

Elucion: se pasa un disolvente apropiado para eluir los analitos de interés que
se encuentran retenidos en el cartucho. ldealmente el disolvente debe tener la
maxima interaccion con los analitos y la minima interaccion con las demas
impurezas para dejarlas retenidas en el sorbente. Se pasaron 3 mL de metanol a
una velocidad de 1 mL/min, tardando en esta etapa un total de 3 min. El eluido se

recogié en tubos de ensayo para su posterior tratamiento. Al afadir 3 mL de



metanol no se obtiene ninguna preconcentracién, es decir, la concentracién de
los analitos es la misma en la muestra que en el extracto final de la SPE.
Con todas estas etapas se tienen preparados los extractos de vino y de leche, en los
gue se encuentran los analitos ya aislados de la matriz. En la figura 10 se muestra

un esquema del procedimiento.

ACONDICIONAMIENTO LAVADO ELUCION
CARGA MUESTRA SECADO
® 3 mL leche MEZCLA 3 mL:
;; g mL MeOH - 95% H,0 E 3 mL MeOH
° 3 mLH,0 : E '3
3 mLvino 5% MeOH = £
A\ A N 1 N
1 [ ‘l | 1 |
Gravedad - Gravedad " Gravedad | 2-3 min 1 mL/min
B ‘
¥ R g v h g v
\ A A \
DESECHO DESECHO DESECHO UDESECHO ./ EXTRACTO

Figura 10. Extraccién en fase sélida con Oasis HLB 6cc (200 mg).

4.3. Instrumentacién

Para la separacion, identificaciébn y cuantificacion de los analitos se utilizd un
cromatdgrafo de liquidos acoplado a un espectrometro de masas. En concreto fue
un Cromatografo de Liquidos de Ultra-Elevada Eficacia, UHPLC Dionex Ultimate
3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) acoplado a un
Espectrometro de Masas con detector de Triple Quadrupolo, TSQ Quantiva Triple
Quadrupole Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, San José, California,

EE.UU.). El acoplamiento del cromatografo al espectrometro de masas se hace
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mediante una fuente de ionizaciéon por electrospray (ESI) operando en modo
positivo.

Los parametros de ionizacion fueron los siguientes: Voltaje del Capilar 3500 V,
Sheath Gas 35 unidades arbitrarias, Aux Gas 10 unidades arbitrarias, Sweep Gas 0
unidades arbitrarias. La temperatura del Transfer Tube fue de 325°C y la
Temperatura de Vaporizacion 275°C. Se trabajé con una anchura intermedia (0.7
uma FWHM (full-width at half maximum)) de ventana de seleccién de valores de m/z
de los iones precursores (Q1) y de iones producto (Q3).

La columna utilizada fue de fase reversa Zorbax Eclipse Plus C18 Rapid Resolution
HD 2.1 x 100 mm y 1.8 ym de tamafo de particula (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, EE.UU.). Durante el andlisis la temperatura de la columna fue de
25°C. La elucion de los analitos se realiz6 en gradiente con un tiempo total de
andlisis de 10 minutos. El gradiente se detalla en la Tabla 4. Las fases moviles Ay B
fueron, respectivamente, agua con 0.1% de acido férmico y metanol con 0.1% de
acido formico. La composicion inicial de la fase movil fue del 5% de organico, en
este caso metanol, la cual se mantuvo durante 6 minutos, tiempo en el cual la
composicion organica de la fase movil alcanza 95% (valor maximo) y se mantiene
durante medio minuto, con el objetivo de eluir todos los compuestos apolares que se
encuentren retenidos en la columna; bajandose la concentracion hasta 5% en el
minuto 7, manteniéndose la condicién inicial de 5% para organico durante los 3
minutos restantes, completando los 10 minutos totales de analisis, con el proposito
de acondicionar la columna para el siguiente analisis. El flujo de la fase movil se
mantuvo constante en 0.2 mL/min. La inyeccion se hace de forma automatizada y el

volumen de inyeccion fue de 10 pL.

Tiempo (min) Flujo (mL/min) % B (MeOH + 0.1% AF)
0.0 0.2 5.0
6.0 0.2 95.0
6.5 0.2 95.0
7.0 0.2 5.0
10.0 0.2 5.0

Tabla 4. Gradiente de elucion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Optimizacion del Método Cromatografico

Antes de proceder a la separacion cromatografica de los analitos es necesario
realizar una infusion en el espectrometro de masas de cada uno de ellos por
separado para su caracterizacion. Para la infusibn se prepararon disoluciones
individuales con metanol como disolvente de 1 mg/L a partir de las disoluciones
concentradas (indicadas en el apartado 4.1) y éstas se inyectaron en el equipo. El
objetivo de este procedimiento es caracterizar cada compuesto: se conoce asi en
cada caso la masa del ion-precursor formado en la ionizacién y los fragmentos que
resultan en el andlisis por espectrometria de masas/masas. En cada caso, el
fragmento mas intenso sirve para cuantificar y el segundo mas intenso para
confirmar que es el analito que se busca.

Una vez caracterizadas las micotoxinas en estudio se procedi6 a optimizar el método
cromatografico que hiciera posible una separacion de los analitos, ademéas de una
buena resolucion de los picos cromatograficos.

Se empled la columna anteriormente mencionada Zorbax Eclipse Plus C18 Rapid
Resolution HD y se obtuvieron buenos resultados con ella, por lo que fue la columna
empleada para todo el estudio.

Los disolventes de la fase movil usada fueron agua y metanol. Los aditivos en las
fases moviles son de gran importancia. Al hacer las infusiones se observo que el ion
precursor en cada caso fue la molécula protonada ([M+H]"), con lo cual se necesitan
fases mdviles con compuestos de caracter acido adicionados que sean capaces de
donar protones a los analitos para originar los iones precursores en la fuente de
ionizacion de electrospray (ESI). Se comenz6 con 0.1% de acido férmico para cada
analito y se observé que la separacion y la resolucién de los picos cromatograficos
era la adecuada, como otros autores han descrito en estas condiciones. [Sun et al.
2016].

El volumen de inyeccidén en primer lugar fue de 5 pL (se prob6 con 5 pL ya que un
aumento excesivo del volumen de inyeccion puede provocar la saturacion de la
columna y que disminuya la eficacia de la separacion). Los resultados mejoraron

cuando termin6é cambiandose a 10 uL, valor que finalmente fue seleccionado.
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En la tabla 5 se recogen los compuestos en estudio en este trabajo, mostrando en
cada caso la masa del ion-precursor, la masa del fragmento mas intenso, la masa
del segundo fragmento mas alto en intensidad y el tiempo de retencion de cada
analito.

En la figura 11 se muestra el cromatograma obtenido, en el que se indican los

respectivos tiempos de retencion (tg).

Masa lon Masa Fragmento Masa Fragmento t
Compuesto Precursor Cuantificacion Confirmacion (miRn)
(m/z) (m/z) (m/z)
1 Aflatoxina B; 313.150 285.058 241.071 5.62
2 Aflatoxina B, 315.150 287.040 258.986 5.50
3 Aflatoxina G, 330.150 244.040 200.040 5.29
4 Aflatoxina M, 329.110 273.080 229.058 5.16
5 Ocratoxina A 404.130 239.000 358.040 6.72
6 Toxina T-2 489.212 245.111 387.111 6.36
7  Diacetoxiscirpenol 384.200 307.111 247.111 5.55
8 Fumonisina B; 722.390 334.262 352.262 5.94
9  Esterigmatocistina 325.120 281.071 310.000 6.93
10 Ergocornina 562.300 268.111 544.276 5.26
Tabla 5. Caracterizacion de los compuestos de estudio.
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Figura 11. Cromatograma obtenido de todos los analitos.
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5.2. Validacién del método

La validacion de un método analitico se define como el proceso que demuestra si los
resultados producidos por él son fiables, si son reproducibles y si se puede utilizar
para el fin que se propone.

Se tiene en cuenta la linealidad, la precision del método (reproducibilidad usando la
desviacion estandar relativa, RSD en %), el limite de cuantificacion (LOQ), el limite

de deteccion (LOD) y el efecto matriz.

e Linealidad

Se estudiaron cinco niveles de concentracion distintos (10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 pg/L)
para calibracion en disolvente y en cada muestra y se realizaron rectas de calibrado
sobre las dos matrices, dado que se detecté efecto matriz en algunos casos, como
se vera en el apartado correspondiente. Se representaron los valores del area de
pico frente a la concentracion. En la tabla 6 se puede observar el rango lineal junto

con su coeficiente de regresion lineal (r%).

Compuesto Rango lineal re ~Rango rz Rango lineal re
Disolvente  Disolvente lineal Vino Vino Leche Leche
Aflatoxina B, 0.1-10 1.0000 0.1-10 1.0000 0.1-10 1.0000
Aflatoxina B, 0.1-10 1.0000 - - 0.1-10 1.0000
Aflatoxina G, 0.1-10 1.0000 0.1-10 1.0000 0.1-10 1.0000
Aflatoxina M 0.01-10 0.9999 0.1-10 1.0000 0.01-10 1.0000
Ocratoxina A 0.1-10 0.9999 0.1-10 0.9999 0.1-10 0.9999
Toxina T-2 0.01-10 0.9999 0.01-10 1.0000 0.01-10 1.0000
Diacetoxiscirpenol 0.1-10 1.0000 0.1-10 1.0000 0.1-10 1.0000
Fumonisina B; 0.01-10 0.9998 0.01-10 0.9999 0.01-10 0.9999
Esterigmatocistina 0.01-10 1.0000 0.1-10 1.0000 0.01-10 1.0000
Ergocornina 0.01-10 1.0000 0.1-10 0.9999 0.1-10 1.0000

Tabla 6. Rango lineal (ug/L) y coeficiente de regresion lineal para cada micotoxina en estudio.

La linealidad obtenida es perfecta a tenor de los valores obtenidos para los
coeficientes de regresion.

Para la aflatoxina B, en vino no fue posible obtener una recta de calibrado valida
debido a las interferencias del efecto matriz, con lo cual, los demas parametros no

se van a considerar para vino.
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e Reproducibilidad

Este pardmetro evalla la variabilidad del método efectuando una serie de analisis
sobre la muestra en las mismas condiciones operativas (un mismo analista, un
mismo aparato y reactivos, etc.), en un mismo laboratorio y en el mismo dia.

Se hicieron 10 inyecciones sucesivas del nivel 1 pg/L de la curva de calibrado
estandar, calibrado matriz de vino y calibrado matriz de leche (n=10).

De los 10 datos obtenidos para cada analito se obtuvo la media y se calculd la
desviacion estandar relativa (RSD, %), de la siguiente forma:

RSD (%) = =100
X

El valor de RSD (%) para todos los compuestos estudiados tanto para los
estandares, como para los dos alimentos, vino y leche, se encuentran recogidos en
la tabla 7.

Compuesto RSD (%) Estandar RSD (%) Vino RSD (%) Leche
Aflatoxina B, 6.47 4.09 3.78
Aflatoxina B, 5.65 - 3.69
Aflatoxina G; 5.70 3.99 4.33
Aflatoxina M, 4.01 1.53 241
Ocratoxina A 5.56 5.83 2.10
Toxina T-2 2.44 2.17 2.45
Diacetoxiscirpenol 9.11 5.17 6.35
Fumonisina B, 2.75 2.61 3.31
Esterigmatocistina 3.80 5.61 0.92
Ergocornina 1.71 2.21 2.22

Tabla 7. Reproducibilidad para todos los compuestos estudiados.

Segun las cifras, se observa que existe una buena reproducibilidad con valores de
RSD que en general estan por debajo del 5%. Esto quiere decir que la dispersion
entre los resultados de las medidas repetidas es pequefia y los valores del RSD son

muy aceptables.

e Limite de Deteccion (LOD) y Limite de Cuantificacién (LOQ)
Se define el Limite de Deteccién (LOD) como la minima concentracién de analito
que proporciona una sefial que puede ser distinguida del ruido de fondo. Este es tres

veces la relacion sefial/ruido (S/N).
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Se define al Limite de Cuantificacion (LOQ) como la menor concentracion de analito
que puede cuantificarse de manera fiable. Este es diez veces la relacion S/N.

El calculo de estos parametros se realizé a traves del software Xcalibur mediante el
valor de la relacién S/N y los resultados, expresados en pg/L estan recogidos en la
tabla 8 junto con los MRLs establecidos por la legislacion vigente para cada analito
en las matrices de vino y de leche. [Reglamento (CE) 1881/2006 de la Comision].

LODvino LOQvino MRLvino LODIleche LOQleche MRL leche

Compuesto (Mg/L)  (ug/)  (uglL) (ug/L) (Mg/L) (Mg/L)
Aflatoxina B; 0.019 0.063 - 0.008 0.026 -
Aflatoxina B, - - - 0.006 0.020 -
Aflatoxina G, 0.001 0.003 - 0.015 0.050 -

Aflatoxina M, 0.014 0.048 - 0.002 0.007 0.050
Ocratoxina A 0.007 0.022 2.0 0.005 0.017 -
Toxina T-2 0.002 0.005 - 0.001 0.004 -
Diacetoxiscirpenol 0.015 0.050 - 0.013 0.042 -
Fumonisina B, 0.001 0.002 - 0.001 0.002 -
Esterigmatocistina 0.001 0.002 - 0.000 0.002 -
Ergocornina 0.010 0.033 - 0.006 0.020 -

Tabla 8. Parametros analiticos del método (LOD y LOQ) para vino y para leche. (*)

(*): No se encuentran valores regulados para vino y para leche de las demas
micotoxinas, siendo las que si tienen establecido dicho limite, las mas importantes
para cada matriz: la ocratoxina A para vino y la aflatoxina M, para leche.

Puede observarse como el LOQ para ocratoxina A y para aflatoxina M; son muy
inferiores a los MRLs establecidos en la legislacién vigente, por lo que el método
desarrollado es apto para alcanzar los niveles de concentracion exigidos.
[Reglamento (CE) 1881/2006 de la Comisién].

e Efecto matriz

Es una perturbacion de la sefial analitica como consecuencia de la presencia de
otros componentes en la muestra distintos al analito. Se puede apreciar un aumento
(efecto matriz positivo) o una disminucion de la sefal analitica (efecto matriz
negativo). En analisis de matrices complejas esto es debido a la coelucion de otros
compuestos presentes en la matriz con el analito en cuestion, por lo que la sefial en
las matrices, en este caso vino y leche, seran distintas a la sefal del analito en

disolvente puro. El efecto matriz es una de las mayores fuentes de interferentes en
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el analisis de trazas en alimentos y esto provoca un error sistematico importante. Es
de interés, por tanto, evaluar este efecto en el presente estudio.

Para evaluar el efecto matriz se compara la pendiente de una recta de calibrado
estandar (analitos en disolvente) con la pendiente de una recta de calibrado (analitos

en presencia de matriz), de la siguiente forma:

Efecto matriz (%) = pen_dlente cgllbrado mfatrlz “1].100
pendiente calibrado estandar

Cuando el efecto matriz se encuentra entre 10-20%, se considera que existe un
efecto matriz suave, si esta entre 20-50% se dice que existe efecto matriz medio y
cuando esta por encima del 50% se considera que el efecto matriz es fuerte.

Para la evaluacion del efecto matriz en vino se recogi6é el extracto obtenido en el
tratamiento de muestra (extraccion en fase solida) y se diluyé a 1:10 manteniendo la
proporcion de disolvente de H,O:MeOH (80:20, v:v). Este extracto de vino fue
dopado con los analitos en concentraciones de 0.001 ug/L, 0.01ug/L, 0.1 pg/L, 1
pg/L y 10 pg/L, manteniendo también la proporcion de disolvente utilizada. Ademas,
se preparé una curva de calibrado utilizando las mismas concentraciones de analitos
de 0.001, 0.01, 0.1, 1 y 10 pg/L, pero sin extracto de vino, solamente en disolvente,
respetando la proporcion del disolvente de igual forma.

El mismo procedimiento fue seguido para la leche, pero realizando la curva de
calibrado matriz con el extracto de leche obtenido en el tratamiento de muestra.
Después de realizar el andlisis cromatografico para la curva estandar, para la curva
matriz de vino y la curva matriz de leche, se obtuvieron las pendientes de cada curva
para cada analito y se compararon mediante la formula para el efecto matriz. Se
pueden observar los resultados tanto para vino como para leche en la tabla 9.

A partir de estos resultados, se puede ver como existe un efecto matriz fuerte para la
esterigmatocistina en vino. Para la aflatoxina B;, la aflatoxina G; y la ergocornina
existe un efecto matriz medio en el vino. Los demas analitos sufren un efecto matriz
tan suave que no merece la pena tenerlo en consideracion. Cabe destacar que la
esterigmatocistina presenta para el vino fuerte efecto matriz y sin embargo carece
del mismo en leche, en la cual, ningin analito sufre efecto matriz digno de

consideracion.
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Compuesto Efecto Matriz Vino (%) Efecto Matriz Leche (%)
Aflatoxina B; -40.79 -1.04
Aflatoxina B, - -1.42
Aflatoxina G, -44.43 1.40
Aflatoxina M; -15.04 1.53
Ocratoxina A -2.14 0.98
Toxina T-2 -18.23 -5.48
Diacetoxiscirpenol 5.97 -2.60
Fumonisina B, 6.42 4.21
Esterigmatocistina -50.00 0
Ergocornina -27.21 -8.89

Tabla 9. Efecto matriz calculado para cada compuesto.

5.3. Aplicacion al estudio de muestras reales

Por ultimo, se procedi6 a la aplicacion del método al analisis de muestras reales. Se
realizd un estudio de residuos de micotoxinas en muestras reales de vino y de leche
de vaca, obtenidas de supermercados locales. Se adquirieron distintas marcas
(normalmente blancas a excepcion de algunas tradicionales que también fueron
incluidas en el estudio). En el caso de la leche se incluye leche entera,
semidesnatada y desnatada, con distinto contenido graso, ademas de incluir leche
sin lactosa o enriguecida con nueces.

En la tabla 10 se detalla la relaciéon de marcas de vino y leche utilizadas, asi como el
namero de muestra asignado a cada una. Asi, por ejemplo, tanto al vino Don Simén
Cabermet Sauvignon como a la leche entera Hacendado le corresponderan el
namero de muestra asignado 1, distinguiéndose entre ambas como V1 y L1,
respectivamente.

Como se refleja en la tabla se estudiaron 5 muestras distintas de vino y 11 de leche.

Cada una de las muestras fue sometida al tratamiento de extraccion en fase sélida
descrito con cartuchos Oasis HLB 6 cc (200 mg). Los extractos obtenidos se
diluyeron 1:10 manteniendo la composicion inicial del disolvente H,O:MeOH (80:20,
v:v). Se analizé mediante el método desarrollado por UHPLC-MS/MS (QqQ) referido

en la secciéon 4.3.
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N° muestra

asignado Marca Vino Marca Leche

1 Don Simén Cabermet Sauvignon Hacendado Entera

2 Castillo de Velasco Hacggﬁ%%igt;ggtosa

3 Carrefoulrz)((zgtr)]:;ulg)'rlerra de Milsani Entera

4 Bonus Eliges Entera

5 Coviran Carrefour Entera

6 - Coviran Entera

7 - Adarve Semidesnatada

8 - Puleva Omega 3 Nueces

9 - Xoia Entera

10 - Dia Desnatada

11 - Dia Entera

Tabla 10. Relacién de marcas de vino y leche utilizadas.
ANALITOS
AFB; AFB, AFG; AFM; OTA T-2 DAS FB1 STE Eco
VINO
1 - - - - - 0.290 - - - -
2 - - - - - 0.280 - 0.280 - -
3 - - - - - 0.280 - - - -
4 - - - - - 0.300 - - - -
5 - - - - - 0.290 - - - -
LECHE

1 - - - - - 0.280 - - - -
2 - - - - - 0.240 - - - -
3 - - - - - 0.260 - - - -
4 - - - - - 0.250 - - - -
5 - - - - - 0.350 0.440 - - 0.470
6 - - - - - 0.280 - - - -
7 - - - - - 0.290 - - - -
8 - - - - - 0.270 - - - -
9 - - - - - 0.280 - - - -
10 - - - - - 0.250 - - - -
11 - - - - - 0.280 - - - -
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Una vez obtenidos los cromatogramas, se aplicaron los criterios de identificacion y
cuantificacion descritos anteriormente. Asi, para cada caso se tuvo en cuenta el
tiempo de retencion de cada analito y, ademas, es necesaria la presencia de los
fragmentos de cuantificacion y de confirmacién y su relacion de intensidades.
Teniendo en cuenta estos aspectos se encontraron los positivos mostrados en la
tabla 11, donde se recoge la concentracion encontrada para cada uno de ellos a
partir de las rectas de calibracion y teniendo en cuenta la dilucién del extracto.

En todas las muestras se ha encontrado la micotoxina T-2, pero a muy bajos niveles
(maximos valores de 0.300 pg/L en vino y 0.350 ug/L en leche). Por otro lado, se
encuentran como maximo dos micotoxinas en una misma muestra de vino (V2) y
tres en una de leche (L5). También en estos casos las concentraciones se
mantienen en valores muy bajos (<0.500 pg/L).

Como ejemplo de resultado positivo, se muestra en la figura 12, el pico
correspondiente al diacetoxiscirpenol (DAS) (tr = 5.52 min) para la muestra de leche
L5 y el espectro de masas del ion precursor (m/z = 384.200), con los dos fragmentos
respectivos: el fragmento de cuantificacion (de mayor intensidad, con m/z = 307.11),
el de confirmacién (m/z = 247.11), datos que coinciden como puede apreciarse con
los del patron DAS, lo que confirma su presencia en la muestra.

6. CONCLUSIONES

En este Trabajo de Fin de Grado se ha desarrollado una metodologia completa para
la deteccion y cuantificacion de diez residuos de micotoxinas en vino y en leche y se
han conseguido los objetivos concretos que se pretendian:

1) Se ha desarrollado y validado un método analitico UHPLC-MS/MS para
determinar residuos de micotoxinas en estas dos matrices. La utilizacién de este
equipo cromatografico de liquidos acoplado a espectrometria de masas en tAndem
(QgQ) hace posible la deteccion y cuantificacion de estos compuestos, a niveles de
varias unidades o decenas de ng/L.

2) Previamente se optimiz6 un método de tratamiento de las muestras para

extraccion de los analitos basado en extraccion en fase sélida.
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3) Con el método desarrollado se han analizado diferentes muestras de vino y leche
presentes en los supermercados. Los resultados indican que todas las muestras,
tanto de vino como de leche, dan positivo en T-2, pero a niveles tan bajos que no
son preocupantes para la salud humana. La muestra de vino V2 dio positivo,
ademas, para la micotoxina FB;; y para la muestra de leche L5 los resultados
positivos, ademas de T-2, son los de DAS y Eco, pero también se encuentran a

niveles tan bajos que no cabe esperar que representen peligro para el consumidor.
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