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1. INTRODUCCION

La importancia del andlisis de micotoxinas en alimentos reside en el cumplimicn-
to de las reglamentaciones ¥ en la verificacion de los sistemas de control de segu-
ridad alimentaria con el fin de preservar la salud de la poblacion ¥ =¥ Los
métodos normalizados de andlisis para diferentes micotoxinas, validados por
estudios interlaboratorios, han sido recomendados por parte de la Asociacion de
Quimicos Analiticos Oficiales (Association of Official Analytical Chemists,
ADAC) @ y el Comité Europeo de Normalizacion (European Commitice for
Standardization) @, Como Métodos Oficiales de Analisis de ln AQAC Interna-
tional se pueden encontrar alrededor de cuarenta métodos vididados para anili-
sis de micotoxinas perlenceientes a diferentes familias quimicas, micntrus que ¢l
Comité Europeo de Normalizacion ha publicado un documento con criterios
especificos para varios métodos de andlisis de micotoxinas. Los anilisis de mico-
toxinas requieren un alto grado de exactitud, precision y reproducibilidad, por
esta razon se recomienda el uso de procedimientos de garantin de la calidad,
incluidos los materiales de referencia certificados y las comparaciones interlabo-
ratorio 7 443, 50,5550, 1 os materiales certificados son caros porque requieren
para su desarrollo y control la participacion de numerosos especialistas altamen-
te cualificados, Algunos laboratorios, para abaratar costes, desarrollan sus pro-
pios materiales de referencia para usos rufimanios v cuyo contenido de micotoxi-
nas se fija, siempre, sobre la base de los materiales certificados (7 113 8050 ] g9
comparaciones interlaboratorio ayudan mds a validar los métodos analiticos
empleados y mejoran lu competitividad entre laboratorios V7 71,

En ¢l presente capitulo se abordan las téenicas analiticas mis empleadas en el
amiilisis de micotoxinas. Para ello, se dividen en tres grandes blogues:

1. Extraccion y purificacion.
2. Técnicas de presuncion o screening.

3. Técnicas de confirmacidn.

2. EXTRACCION Y PURIFICACION

La preparacion de la muesira a analizar requiere procesos de extraecion y
purificacion, Las micotoxinas en los alimentos presentan uni distribucion poco
uniforme por 1o que se requiere una cuidadoss homogeneizacion de la matriz
previn a la extraceion de los residuos que se encuentrun en concentraciones
muy bajas. Por otra parte, la alta complejidad de los alimentos, donde se
encuentran presentes enntidades importantes de proteinas, lipidos, hidratos de
carbono, agua ¥ olros componentes minoritanios, de carficter nutricional o no,
requiere, i N0 pocas ocasiones, una purificacion pard climinar las sustancias
mterferentes.

Si la matriz es liquida se puede utilizar un disolvente inmiscible con ella, sin
embargo existen varios inconvenientes para llevarlo a cubo, como s el elevado
volumen de muestra y disolventes que se requicren, la baja selectividad junto a
recuperaciones en ocasiones insuficientes y su dificultad de automatizacion. Por
eso hoy en din, la extraccion liguido-liquido va no es la téenica de eleccion.
Cuando la matriz ¢s de naturaleza solida, los disolventes organicos mas em-
pleados son el metanol, scetonn, acctato de ctilo, acetonitrilo, diclorometano,
hexano y mezelas de ellos 07, La seleecion del disolvente se realiza dependien-
do de la polaridad de la micotoxina y de la naturalezn de la muestra. La adicion
de sales y el ajuste del pH pueden contribuir a mejorar ¢l rendimiento de las
extracciones. Despuds de T extraccion convencional con disolventes es impor-
tante Bevar a cabo una etapa de purificacion o limpieza (clean-up) que permita
obtener cromatogramas mus limpios. Las técnicas de extraccion y limpieza uti-
lizadas para el andlisis de las micotoxinas son las siguientes:

— Eatraccion en fase solida:
* Extraccion en fase solida (Solid Phase Extraction, SPE) convencional.
* Extraccion con columnas Mycosep®.

= Dispersion de matriz en fase solida (Marriz Solid Phase Dispersion,
MSPD),

= Microextraceion en fase solida (Solid Phase MicroExeraction, SPME).



— Extraccion con columnas de intercambio ionico (lon Exchange Column).

— Extraccién con columnas de mmunoafimidad (fommunoAffiniy Cofumn,

LAC).
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— Extraccion por fluidos supercriticos (Supercritical Fluid Extraction).
— Extraccion asistida por microondas {Micro-Wave Assisied Extraction’).
— Extraceion acelerada por disolventes (Acceleraied Solvent Extraction).

Las principales ventajas ¢ inconvenientes de estas 1écnicas s¢ muestran en la

Tabla 5.1,

Tabla 5.1. Venlajas g inconvenientes de algunas fécnicas de extracoion y purificacin,
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Tabla 5.1. Vevilajas e inconvenientes de algunas tdomicas de axfraccion y punficacion.
(Continuacion)

Extraccidn Ventajas Inconvenientes

Extraccion * Répido * Elevado coste del equipo
acelerada con * Baja canlidad de disolven- * Dependienie del tipo de
disolventes tes (15-40mi) matriz

* Control absoluto de los pa-

rameiros de extraccidn (lem-

paratura y presidn entre olros)

tes (15-40mi)
* Sencilio

Extraccién Ventajas Inconvenientes
Extraccion en  * |deal para muestras liquidas  * A veces extractos sucios
fase sdlida * Menor gasto de disohenie
Extraccion en * ldeal para muestras liquidas ~ Elevado coste de las co-
columnas de * Menor gasto de disolvente  lumnas de inmunoafinidad
inmunoafinidad * Extractos impios * Mo reutilizables
Exfraccion con  * Rapido (30-60 minutos) * Tamafic de muestra limi-
fluidos * Sa puede conseguir alta se-  tado (<10g)
supercriticos lectividad modificando algu- * Necesidad de modificado-
nos pardmetros res para mejorar la aficien-
* Baja cantidad de disolven- cia de la extracolon
tes (5-10ml) * Coste elevado del equipo
* Mo es necesana la fillracion
posterior del extracto
Extraccion con  * Répido (15 minutos) * El exiraclo obtenido debe
microondas * Bajo consumo de disolven-  ser filtrado

* Es necesaria la adicion de
un disalvente polar

* Es necesaria la limpleza
pasterior del extracto

* Coste moderado del equipo

{Conlinia)

2.1. Extraccion en fase salida

Es una téenica que evita los inconvenientes asociados 4 la extraccion con disol-
venles como son el elevado consumo de los mismos, formacion de interfases
persistentes, la necesidad de procesar una alta cantidad de muestra v largos
tiempos de analisis. Ademds de la extraccion en fase solida convencional, exis-
ten dos variantes aplicadas a la extraccidn de micotoxinas como son la disper-
sion de matriz en solida y la microextraccion en fase solida.

211 Extracciin en fase sdfida convencional

Esta téenicn consiste en extraer las micotoxinas disuelias en una matriz
acuosa ol atravesar un soporte solido, previamente acondicionado, donde
quedan retenidas, ¥ eluir posteriormente con una cantidad pequedi de disol-
vente (Figura 5.1). La eleccion de la fase solida depende de la polaridad de
las micotoxinas y del tipo de matriz utilizada. Por ¢jemplo, lus mads emplea-
das pary tricotecenos del grupo A son octadecilsilice (C,), Florisil y ciano-
propilsilice (CN),

2.1.2. Extraccion con columnas Mycosep™

Las columnas de limpieza multifuncional llamadas Myeosep™ se desarrollaron
en EEUU por la compaiia Romer Labs Incorporation. Consisten en una mez-
cla de varios adsorbentes (carbon, celita, resinas de intercambio idnico entre
otras) empaquetadas en un tubo de plastico (Figura 5.2). Cuando se introduce
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Figura 5.2. Extraccion con columnas Mycosep®.

el tubo de plistico origina la separacion de las micotoxinas al cabo de 10.a 30
segundos. Se ha empleado para varias micotoxinas tales como los tricotecenos
del grupo B, ocratoxing A, fumonisinas ¥ patuling.
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20,3, Dispersion de matriz en fase silida

Se dispersa la muestra problema con una fase solida comercial como C g, octil-
silice (C,), aminopropilsilice (NH, ). CN, ¢tc., hasta conseguir una mezcla ho-
mogénea. que se introduce en una columna de vidrio, a la que se le puede anadir
uni fase s6lida de diferente polaridad (Florisil, silicagel) para purificar simultd-
neamente la muestra, Las micotoxinas se eluyen de la dispersion con diferentes
disolventes orgdnicos como acetonitrilo, hexano, acetato de ctilo y/o dicloro-
metano. Esta técnica permite la extraccién de micotoxinas desde pequenas can-
tidades de muestras salidas y semisilidas ¥ se ha propuesto para la extraccion
de la zearalenona ™ y de aflatoxinas 5%,

2.4, Microextraccion en fase solida

Se basa en la absorcion de las micotoxinas sobre una fase absorbente emplaza-
da en ¢l extremo de una microjeringa modificada, las cuales s¢ desorben poste-
riormente en el inyector de un cromatografo de gases o de liguidos. La extrac-
cion se pucde realizar por inmersion directa de la fibra en la muestra liguida, o
por espacio de cabeza (un sistema cerrado, donde la fibra se encuentra suspen-
dida sobre la muestra). La principal ventaja de esta téenica ¢s que elimina la uti-
lizacién de disolventes y no requiere apenas mano de obra; sus inconvenientes
son que requicren tiempos largos, que la extraccion ¢ reproducible. pero no
necesariamente cuantitativa, y que para cada alimento deben estudiarse los
efectos de la matriz, Esta téenica se ha aplicado a la extraccion de la ocratoxina
A, dcido ciclopiazonico v dcido tenuazonico 19,

2.2. Extraccion con columnas de intercambio ionico

El intercambio idnico requicre que la micotoxina a analizar se encuentre en for-
ma ionica en un disolvente acuoso v para ello juega un papel importante la
regulacion del pH del medio que dependeri de la constante de acidez (Ka) de
la micotoxina. Los compuestos ¢n forma anidnica se aislan mediante columnas
de intercambio anionico (SAX: Sirong Anfon Evchange) que consisten en resi-
nas con grupos funcionales débilmente bisicos, como por ejemplo -NH,,
~NHCH, 0 -N(CH,),, 0 con grupos de amonio cuaternario fucrtemente basicos
(=N{CH,)OH) en los que el <OH es reemplazable por la micotoxina. Se ha uti-
lizade para la extraccion de fumonisinas v moniliformina 3,
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2.3, Extraccion con columnas de inmunoafinidad

Ha cobrado una gran popularidad en los dltimos afos, por su facilidad de uso y
alta selectividad frente a olras téenicas de extraccion. Las micotoxinas tienen, por
lo general, un tamano molecular bajo comportandose como sustancias haptenos,
Los anticuerpos producidos requicren una union a distintos transportadores tales
como agarosa, sefarosa o dextrano, para fijarlo en la fase estacionaria (Figura 5.3 ).
En Ia Figura 5.4 se observa uno de los dispositivos utilizados para llevar a cabo la
extraccion mediante columnas de inmunoafinidad. El procedimiento consiste en
acondicionar previamente la columna, para luego anadir el extracto objeto de and-
lisis, La micotoxing problema se unird a los anticuerpos monoclonales fijados en la
columna de inmunoafinidad y mediante un liquido de lavado podrin eliminarse
los restos del extracto. Por altimo, la elucién de la micotoxina permitird continuar
el andlisis. Uno de los sistemas empleados es el que s¢ muestra en la Figura 5.5,
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Figura 5.3. Coiumna de inmunoafinidad.
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Figura 5.5. Conexidn columna de afinidadicolumna.
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Actualmente se comercializan columnas de inmunoafinidad para aflatoxinas
del grupo B, G v M, ocratoxina A, deoxinivalenal, fumonisinas, toxina T-2 y
zearalenona, También se han desarrollandoe columnas de inmunoafinidad
que permitan la extraccion v purificacion simultdnea de varias micotoxinas
al mismo tiempo como puede ser la OchraAflaprep para aflatoxinas y ocra-
toxina A,

2.4. Extraccién por fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es aquel que se encuentra a presion y temperaturas
superiores a las que definen su correspondiente punto critico. La region su-
percritica se puede alcanzar a partir de un gas por elevacion de la tempera-
tura ¥ compresion. El resultado es un fluido con caracteristicas de gas
en transicion a liquido, es decir aumenta su densidad v viscosidad y disminu-
ve su coeficiente de difusion, por lo gque presentan poder de solvatacion y
facilidad de penetracion en la matriz. Aungue para la extraceion supercritica
pueden utilizarse diversos gases, el dioxido de carbono es el mis empleado
por ser inerte, no toxico v econdmico. También pueden utilizarse sistemas
binarios de fluidos supereriticos con objeto de extraer micoloxinas mds po-
lares, Para ello se anade un modificador orgianico, generalmente metanol
o isopropanol al 3-3%. Esta téenica se puede acoplar en linea con sistemas
de cromatografia gaseosa, liguida o de fluidos supercriticos aumentando
asi su poder de resolucion. Se ha empleado en la extraccion de aflatoxina
Bl ™,y en diversas micotoxinas del género Fusarium '), Sin embargo pre-
senta los inconvenientes de tener una baja reproducibilidad e interferencias
de matriz,

2.5. Extraccion asistida por microondas

Se basa en la absorcion de encrgia de microondas por el disolvente v la mues-
tra, produciéndose un incremento de la temperatura que facilita la difusidn de
compuestos desde la matriz al disolvente @, Esta téenica se ha aplicado en la
extraccion de zearalenona seguido de cromatografia liquida con detector de
espectrometria de masas y con ionizacion quimica a presion atmosférica (Ar-
mespheric Pressure Chemical fonization, APCI) en maiz y trigo obteniendo limi-
tes de cuantificacion de 20 y 30 ng/g, respectivamente 9,
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2.6, Extraccion acelerada por disolvenies

Consiste en una extraccion solido-liguido a temperatura y presion prefijadas.
Para ello se rellena una columna con el alimento deseado y se bombea ¢l disol-
vente, o la mezcla de disolventes, consiguiéndose en ocasiones una extraceion
miis eficaz con menor cantidad de disolvente. 8¢ ha aplicado a la determinacion de
ocratoxina A en arroz y derivados ', zearalenona en cereales v derivados 147y
fumonisina B, zcaralenona y deoxinivatenol en maiz %,

3. TECNICAS DE EXPLORACION O SCREENING

La finalidad analitica de las téenicas de exploracion o gsereening cs la de des-
cartar, de una mancra ripida, las muestras negativas v reducir al méaximo ¢l
namero de andlisis. Se aplican cuando existe un gran ndmero de muestras, sin
embargo e¢s recomendable usar alguna téenica de confirmacion para validar
los resultados positivos dado que en general los métodos de sereening son
relativamente sensibles pero poco selectivos. Las téenicas de exploracion mis
empleadas para el andlisis de micotoxinas son los inmunoensayos y los bio-
SENSOres.

3.1, Inmunocensayos

Dos téenicas se han utilizado para el andlisis de micotoxinas: ¢l radioinmuno-
ensayo (Radio Immune Assay, RIA) v el ELISA (Enzyme Linked ImmunoSor-
bent Assay). El primero de ellos consiste en afadir al medio de reaccién un
anticuerpo especifico ¥ una cantidad conocida de la micotoxing marcada ra-
dicactivamente (*H, “C o '*1), la cual s¢ incuba con la muestra problema. Tras
un lavado del medio, s¢ mide la radivactividad emitida por la muestra con un
contador de centelleo, siendo la medida inversamente proporcional a la con-
centracion de la micotoxina en la muestra problema. La concentracion de la
micotoxina se determina comparando los resultados con una recta patron, Cada
vez s¢ utilizan menos por varias razones: ¢l laboratorio debe estar autorizado
para manipular radioelementos y ademds los costes de los patrones v de la ges-
tion de los residuos es elevado. Su uso ha sido desplazado por el ELISA.

La técnica de ELISA, o enzimoinmunoensayo, se basa en la reaccion especifica
antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) y puede ser de tipo competitivo directo o indirec-
to. Es directo (Figura 5.6) cuando se anade al medio un extracto de la muestra
y una disoluciéon de la micotoxina unida covalentemente @ un enzima (normal-
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Figura 5.6. ELISA competlitivo direclo.

mente peroxidasa de ribano). Cuantas mas moléeulas de micotoxina existan
en la muestra a estudiar, menos moléeulas de micotoxina conjugadas a pero-
xidasa se unirdn al anticuerpo y ¢l color desarrollado por la accidn de la
peroxidasa sobre el sustrato que posteriormente se anade serd inferior, Este
tipo de téenica no se suele utilizar mucho por la dificultad que entrana la con-
jugacion del anticuerpo especifico v la enzima.

El ELISA de tipo competitivo indirecto {Figura 5.7) utiliza un segundo anti-
cuerpo dirigido o la region constante del primer anticuerpo. La union del
primer anticuerpo dependera de la cantidad del antigeno presente en la
muestra a estudiar. La principal diferencia con respecto a la directa radica en
que ¢l segundo anticuerpo, que se afade en exceso, se unird tanto mis
cuanto mayor sea la cantidad que s¢ haya formado del complejo antigeno-1."
anticuerpo. Es mis econdmico que ¢l directo porque el producto conjugado
se comercializa a un precio razonable y actualmente se encuentra disponible
para aflatoxinas, ocratoxina A, T-2, deoxinivalenol. zearalenona y fumoni-
sinas &7,
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Figura 5.7. ELISA competitivo indirecto.
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3.2, Biosensores

El biosensor es un dispositivo compacto de andlisis que incorpora un elemento
de reconocimiento bioldgico (un anticuerpo) asociado a un sistema de trans-
duccién, que permite procesar ln seial producida por la interaccion entre el
elemento de reconocimiento v la micotoxing. Cuando la micoloxina réacciona
con el elemento de reconocimiento s¢ produce la variacion de una o varias pro-
piedades fisico-quimicas (pH, transferencia de electrones, de calor, cambio de
potencial, de masa, variacion de las propiedades Gpticas, ete.) que detecta el
transductor. Este sistema transforma la respuesta del elemento de reconoci-
miento en ung seial eléetrica indicativa de la presencia de la micotoxing a es-
tudiar y proporcional a su concentracion en la muestra. Los sistemas de trans-
duccion mis utilizados en el andlisis de micotoxinas son de tipo Gptico ¥
piezoeléctrico, Las principales aplicaciones, ventajas ¢ inconvenientes se expo-
nen en la Tabla 5.2

Los de tipo dptico, se basan en la medicion de las variaciones que se producen
en las propicdades de la luz como consecuencia de la interaceion fisica o gui-
mica entre la micotoxina a detectar v el elemento biologico de reconocimiento
del brosensor, Los transductores gue tienen propiedades apticas v que son uti-
lizados para ¢l andlisis de las micotoxinas son fundamentalmente los sensores
de resonancia de plasmones (Surface Plasmon Resonante, SPR) v sensores de
onda evanescente (evanescent wave fibre opiic),

La resonancia de plasmones (que son oscilaciones colectivas de los electrones
de conduccidn de un metal) superficiales es un fendmena dptico que ocurre
cuando una luz polarizada se dirige desde un prisma (con alto indice de
refraccian) hacia una capa de oro o de plata (con menor indice de refraceion)
¥ que se sitia entre el prisma y la muestra. La Juz que incide en la interfase
entre ¢l metal y el prisma provoca la excitacion de un plasmén superficial para
un determinado angulo de incidencia de dicha luz, lamado dngulo de reso-
nancia.

El dngulo de resonancia depende del indice de refraccitn del medio colindante
a la Kmina metilica, por lo que las variaciones que se produzean en el mismo
van a ser detectadas como cambios del dngulo de resonancia v este cambio es
proporcional a la concentracidn. La union de la micotoxina al elemento de reco-
nocimiento supone un cambio de indice de refraccion sobre la superficie del
metal y, como consecuencia, un desplazamiento del dngulo de resonancia, Esta
téenica favorece medidas directas en tiempo real, asi como el anilisis de mues-
tras complejas sin purificacion previa. Con este procedimiento se han analizado
aflatoxina B, deoxinivalenol, fumonisina B, y zearalenona en cereales ',
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Tabla 5.2. Aplicaciones, ventafas & inconvanientes de los biosensores al andlisis

de micotoxinas.
Transductor Micotoxina Muestra Ventajas Inconvenientes.
Optico
Resanancia Afiatoxina B, Cearealas Faciles de usar Sensiblas a tempe-
de plasmones Deoxinivalenot Defteccidn directa.  ratura.
suparficiales Fumonisina B, Deteccidn on Elevado coste.
Zearalenona tiempo real.

Elevada sensibi-

lidad.

Muestras sin pu-

rificar

Onda Allatoxinas. Maiz Rapidez, Requiete marcaje.
avanescenta Fumaonisinas Selactvidad.

Deteccidn directa.

Piszoaldcirico

Ondas Ocratoxina A Muastras Doteccidndirecta.  Tiempos da incuba-
acisticas de liguictas Analisss on-fne cidn relalivamente
suparficia Faciles de usar largos.

Bajo costa. Problemas con la
regeneracion de la
superficie del cristal
Numero de pasos
da lavado y secado
alavado,

Es necesaria la cali-
bracion de cada
cristal,
Interarencias.

Por otro lado, los sensores de onda evanescente s¢ basan en un fendmeno
conocido como reflexion interna total de fluorescencia, que consiste en la
absorcion v emision de fotones. En este sensor, una radiacion viaja a través de
una guia de ondas y por reflexion interna total crea un campo electromagné-
tico (campo evanescente), que puede penetrar a una determinada distancia
desde la superficie dependiendo del dngulo de incidencia en la interfase y la
longitud de onda de la radiacion de excitacion. Cualguier interaccion molecu-
lar que se produzca en este campo (como la union de la micotoxina a un
receptor inmovilizado en la superficie de la guia de ondas) produce cambios
en las caracteristicas de la luz que se propaga por la guia de ondas y que pue-
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den medirse y relacionarse con la coneentracién de la micotoxina objeto de
estudio. Es una técnica directa, rapida v selectiva, pero es necesario utilizar
marcaje con moléculas de propiedades fluorescentes. Los sensores de onda
evanescente se han utilizado para la deteecion de fumonisinas y aflatoxinas en
maiz 1728

Los sistemas de transduccion de tipo piczoeléctrico miden cambios dircetos de
masa inducidos por la formacion del complejo antigeno-anticuerpo. El mate-
rial empleado son cristales recubiertos con el elemento de reconocimiento, el
cual se pone en contacto con la muestra que contiene la micotoxina a detectar.
La frecuencia de oscilacion viene determinada por la masa del cristal, que
varia cuando se produce la interaccion entre el elemento de reconocimiento y
el analito y da lugar a una variacion en la frecuencia de oscilacion, La reso-
nancia puede tener lugar en toda la masa de cristal o solo en la superficie. Este
iltimo lleva ¢l nombre de ondas acisticas de superficie (Surfuce Acustic Wave,
SAW) v es el que se ha utilizado para la determinacion de ocratoxina A en
muestras liguidas 1'%,

4. TECNICAS DE CONFIRMACION

En la Tabla 5.3 se observan las téenicas de confirmacion mas empleadas en los
ultimos treinta anos para ¢l andlisis de las micotoxinas. A continuacion s¢ cxpo-
nen con detalle cada una de estas (écnicas.

4.1. Cromatografia en capa lina

Desde 1961, fecha en la que se descubrieron las aflatoxinas ¥, la cromatografia
en capa fina (CCF) ( Thin-Layer Chromatography, TLC) ha sido uno de los méto-
dos de eleccion para la investigacion ¥ determinacion de micotoxinas, En la
CCF normal la fase estacionaria es polar y la fase mavil apolar, siendo los com-
ponentes de la muesiras, con caracteristicas mis polares, arrastrados mis des-
pacio v permitiendo la separacion de las micotoxinas a analizar. Esta téenica ¢s
extremadamente atil cuando trabajamos con extractos muy limpios v en donde
el desarrollo en una sola direccion (CCF-unidimensional) es suficiente para la
separacion. Sin embargo, cuando existen muchas sustancias interferentes o
necesitamos aislar mas de una micotoxina, se utiliza la CCF-bidimensional, ¥ en
donde se realiza la rotacion de la placa 90°, despudés del secado de un primer
desarrollo. En la CCF reversa, la fase mdwil es polar v lu fase estacionaria es
apolar, siendo este tipo de CCF menos utilizada. Cabe destacar el estudio de
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Tabla 5.3. Porcentaje de lécnicas cromatogréficas vtiizadas en los Gitimos treinta afios
para ef andlisis de las micofoxings (datos calcwlados basandose las revistas citadas

an el Index Citation).

Micotoxina % Métedo cromatografico
CCF EC CG cL més usado

Ac. bisocldmico . - - 100 CL-DADVCL-EM?
Ac. ciclopiazénico 40 - - B0 CL-UVICL-DAD
Ac. kijico 22 . 22 56 CL-UVICL-DAD
Ac, p-nitropropitnico ar = 13 50 CL-UVICL-DAD
Ac. penicilico 29 - 14 57 CL-UWICL-DAD
Ac. tenuazénico 16 - 16 &8 CL-UWICL-DAD
Acidos secaldnicos . - - 100 CL-Uv
Allaloxinas By G 28 2 - 0 CL-DFICL-EM
Aflaloxina M, 25 - - 75 CL-DFICL-EM
Alternaricl 16 - 16 B8 CL-Uv
Altertooina [-1ll 16 - 16 B8 CL-UV/CL-DAD
Beauvericina . - - 100 CL-UVICL-DAD
Butendlido 25 - 25 50 GL-EM
Citregvindina 25 ¥ - 75 CLUVICL-DF
Citrinina 24 - 1 75 CL-DF
Deaxinivalanal - - 25 75 CL-EM
Diacetaxiscirpenal 5 - 65 25 CG-EM
Estarigmatacistina 25 - - 75 CL-DF/CL-DAD
Fumoniginas 8 10 . B2 CL-DF/CL-EM
Fusaproliferina - - - 100 CL-EM
Fusarenona X 10 - 40 50 CL-EM
Fusaring C 2% - 25 50 CL-UVICL-DAD
Fusarocromanona 25 = 25 50 CL-DF
Luteosaquirina 75 - - 25 CCF
Micotcxinas del género Claviceps 11 a 2 T8 CL-EM
Menilifermina 10 10 10 T0 CL-Uv
Monoaceloxiscirpenaol - * 60 40 CG-EM
Meosolanicl 2 = 48 50 CL-EM*
Ocratoxina A 30 - 4 66 CL-DF
Patulina a8 Z a0 60 CL-UVICL-EM
Penitremos 40 - - B0 CL-UV/ CL-EM
Roquefortina 40 » ¥ 80 CL-UVICL-DAD
Rubratoxinas 3 - - a7 CL-EM
Rugulosing 75 - - 25 CCF
Sambutoxina - - - 100 CL-uv
T-2y HT-2 2 - a0 ] CG-EM
Tazina PR 48 - - 52 CL-DAD
Hantomegninag 25 - - 75 CL-DE
Zearalenona 5 5 10 BO CL-DF

CCF: cromatogtalia en capa fing, EC: electrofofesis capllar: CG: cromatogralia gaseosa, CL: cramtogpra-
fia liquida; DAD: detector de déodos en linea; DF: detector de Aworpscencia; EM: delecior de espectrome-
tria de masas; EM?; detector de especiromedria de masas en iandem; UV detector de ultravioleta; DE:
dietecior electroquimics, (Tomado de 'Y, con aulorizacion de la Revista [beroamancana do Ricelogial
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Abramson e al. (1989) "' que consiguieron la separacion de dieciocho micoto-
xinas usando placas de octadecilsilice.

Durante la década de los 80, se desarrolld la cromatografia en capa fina de alta
resolucidn (High-Performance Thin Layer Chromatography, HPTLC) con desa-
rrollo bidimensional. Tomlins er al. (1989) ™ desarrollaron unas placas, con
uni altura de de 0,1 4 0.3 mm, formada por particulas de muy pequedio tama-
o, en general de 2 a 10 um, que presentan una alta eficacia y permiten una rd-
pida separacion de las aflatoxinas. En la década de los %0, Tripathi eral. (1991) 49
combinaron ¢l uso de la CCF con la espectroscopia de masas para la separacion
de aflatoxinas v tricotecenos. Sin embargo, en los dltimos veinte anos el nime-
ro de publicaciones ha ido decreciendo desplazadas por otras téenicas croma-
togrificas.

4.2. Electroforesis capilar

La electroloresis capilar ( Capiliary Eletrophoresis, CE) ¢s una téenica basada
en fa migracion de las moléculas polares en el interior de un capilar en cuyo
interior fluye disolucion tampan, cuando se les aplica una corriente eléctri-
ca. La migracidn de un determinado ion depende de la relacion carga‘tama-
no. A su vee el tamano depende del peso molecular, de la estructura tridi-
mensional v del grado de solvatacion. Las dos versiones mis ampliamente
utilizadas de esta técnica son la electroforesis capilar en zona (Capillary
Zone Electrophoresis, CZE), que utiliza un tampon simple, v la eromatogra-
fia electrocinética micelar (Micellar ElectroKinetic Chromatograply, MEKC ),
en la que se afade al tampén un tensivactivo (generalmente dodecilsulfato
de sodio) que forma micelas. La electroforesis capilar en zona sélo es qtil
pira compuestos jonizados, mientras que la cromatografia electrocinética
micelar puede separar tanto compuestos ionizados como no-ionizados pues-
to que la migracion de estas sustancias es funcion de su afinidad por las
micelas presentes en la fase movil, De las dos versiones, es la cromatografia
electrocinética micelar la mis empleada para el andlisis de las micotoxinas,
habiendo sido propuesta para la determinacion de aflatoxinas ™, fumonisi-
nas 7% zearalenona ) y patulina %, Sin embargo, el principal inconve-
niente es la dificultad para determinar las bajas concentraciones a las que se
encuentran las micotoxinas en las muestras reales. En la Figura 5.8 se obser-
va un electroferograma de piensos en los cuales s¢ detectan ocratoxinas y
aflatoxinas del grupo By G.
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Figura 5.8. Efectroferograma de piensos adicionada con ocrafoxings y affatoxinas
del grupo B y G. El electrolifo estaba formado por 50 mM de SDS, 7 mM y-ciclodex-
trina, 5% de acetonitrifo, 10 mM de NaH PO, y 6 mM de Na_B 0, ajustado a pH 8,0.
La separacion se realizo a 10 kV (A) 214 nm y (B) 362 nm. (Tomado de Peria et al.
{2002) & Chromatogr A, 967, pags. 303-314, con avtorizacidn de Elsevier),
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4.3, Cromatografia gaseosa

La cromatografia gascosa (CG) (Gas Clhromatagrapiy, GC) es una técnica ba-
sada en la separacion de compuestos en funcidn de su volatilidad v afinidad por
la fase estacionaria. Las micotoxinas son sustancias poco volitiles ¥ se requiere
una derivatizaciGn previa para analizarlas por CG. Algunas micotoxinas, entre
ellas los tricotecenos, poseen grupos hidroxilos reactivos que pueden formar
derivados trimetilsililo (TMS, trimedivlsiil), trifluoroacetilo (TEA, mifluoroa-
cenvl) ¥ heptafluorobutirilo (HFB, feprafluarobunmt), siendo los productos de
reaccion, susceptibles de ser determinados, por gjemplo, con un detector de
captura de electrones (Electron Capture Detecror, ECIY). En los dltimos afios, se
ha generalizado, tanto para el anilisis de tricotecenos como para ofras micoto-
xinas, ¢l empleo de columnas capilares v el uso del detector de espectrometria
de masas (Masy Spectrometry, MS). Las columnas capilares tienen una serie de
ventajas como son su alta eficacia en la separacion v la facilidad de acopla-
miento a detectores de espectrometria de masas, Los detectores de espectro-
metria de masas se aplican cada vez mas en el analisis de micotoxinas, tanto en
sus modalidades de impacto electrdnico o de ionizacion quimica. El modo de
adquisicion de iones mediante la monitorizacion de iones seleecionados (SIM,
Selective lon Monitoring) suele elegirse cuando se requiere ¢l médximo de sensi-
bilidac. El modo de barrido de iones (full scan) proporciona ¢l miximo de
informacion estructural para la identificacién ineguivoca de los analitos. La for-
macion del heptafluorobutiril derivado se usa tanto en el detector de captura de
electrones en espectrometria de masas como para determinar tricotecenos,
patuling y zearalenoma.

La primera aplicacion de la cromatografia de gases con deteccion por espectro-
metria de masas (CG-EM) para ¢l andlisis de micotoxinas, la realizé en 1981
para ¢l deoxinivalenol ¢l grupo de investigacidon del doctor Scott "™, Jiao ef al,
(1992) % realizaron ¢l primer andlisis de ocratoxina A por CG-MS mediante la
formacion del éster metilico O-metilocratoxina A, Sin embargo, el vso mis
extendido de esta técnica se realiza en ¢l analisis de tricotecenos del grupo A
(diacetoxiscirpenol, toxinas T-2 y HT-2) que no presentan propicdades fluores-
centes ¥ no absorben en la zona del espectro UV, En la Figura 5.9 se observa un
cromatograma de muestra de sémola de maiz obtenido con un CG-EM.

44. Cromatografia liguida

Las micotoxinas representan a una gran variedad de compuestos de distinta
estructura, polaridad y propiedades dcido-base. Desde hace treinta afios se dis-

®
"
10 3 Mcotoinas an alimentos
&
'
1Ak =
a0 o
mIn
180 D00 (L Ni¥
r -t
Hamk J
PRS- NS NN . . o
- TN PO S
° 00 1200 fA00 400 1A60 VGO0 1FO0 VAOD WO 00 IHO0 ZXO0 Hod MO
Tiempo (minutos)

Figura 5.9. Cromatograma de una muestra de sémola de maiz oblenido por cromatogra-
fia gaseosa acoplada a un detecior de espectrometria de masas. El cromafograma inferor
¥ &l superor comesponden a ung muestra sin adicionar y & una muestra adicionada con
cuatro ncotecenos; deaxinivalenc! (DON), diacetoxiscirpenal (DAS), nivalencl (NIV), toxing
T2 (T2) a una concentracidn de 1 mgiky cada una, respectivamente. (Tomado de Eke el al,
{2004). Microchamical Journal, 78, pags. 211-216, con autonzacidn de Elsevier).

pone de métodos de cromatografia liguida (CL) (Liguid Chromatography, LC)
para el andlisis de gran cantidad de compuestos. La primera publicacion sobre
la aplicacion de la CL en ¢l andlisis de micotoxinas es de 1973 U9 v desde enton-
ces se ha aplicado cada ver mas a este cometido. Entre las ventajas mas impor-
tantes que presenta la CL se encuentra la posibilidad de separar sustancias ter-
maolibiles, no volitiles, polares y apolares con aceptable resolucion entre
sustancias quimicamente similares, de manera ripida v reproducible. Tal y
como se observa en la Tabla 5.3 es la téenica més habitual para el andlisis de
micotoxinas, acoplada a distintos detectores,

Se encuentra en la literatura diversas revisiones sobre ¢l andlisis de las micotoxi-
nas por esta téenica P-4, se observa una clara preferencia de la fase reversa
sobre la fase normal. En este ultimo caso, las fases estacionarias estin compues-
tas por particulas de silice o aluminio, bien libres o bien unidas covalentemente a
terminales alquilo de grupos ciane, diol, nitro y amino, La fase movil consiste ¢n
mezclas de un componente de débil polaridad como el hexano, diclorometano,
metil tert-butil ¢ter, acetato de etilo o acetonitrilo, normalmente como mezclas
binarias o ternarias, La CL en fase normal fue muy utilizada en un principio para
¢l andlisis de aflatoxinas, pero ha sido relegada por los sistemas en fase reversa,

La CL en fase reversa usa fases estacionarias hidrocarbonadas y fases moviles
acuoorginicas. La interaccion entre las moléculas del soluto y la fase estacionaria
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depende en principio de las fuerzas de dispersion (interacciones hidrifobas no
especificas) separindose los compuestos segin su hidrofobicidad, los componen-
tes mids polares se eluyen primero. Las fases estacionarias apolares se preparan
uniendo grupos octilo (C,); octadecil (C,,) o cadenas cortas de grupos fenilo, cia-
nopropilo y n-alquilo a la superficic del silice a través de los grupos silanoles
(SIOH). La retencidn de las sustancias estd controlada principaimente por la fase
mdwvil, jugando en segundo plano la fase estacionaria; el ptimo en la selectividad
se alcanza combinando correctamente los componenies de la fase mavil. Los sol-
venles organicos més empleados son el metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano en
diferentes combinaciones con agua destilada. La elucidn isocritica es atil cuando
se estudian compuesios de estructura quimica v polaridad similares, mientras que
la elucion en gradientes ¢s preferible en la separacion de muestras que contienen
micotoxinas de diferente polaridad. Las muestras con compuestos ionizables se
pueden analizar afadiendo aditivos a la fase mévil de forma que podamos servir-
nos de dos téenicas: 1a supresion iGnica v el par idnico, empleando ¢l contraion ade-
cuado. Anadiendo a la fase mdvil dcido acético, dcido fosforico, dcido trifluoroacé-
tico (TEA), trietilamina (TEA), o soluciones reguladoras (fosfato, acetato, borato,
ete.), se puede controlar ¢l pH de forma que se suprima la posible ionizacion de las
maoléculas de la muestra e incluso la de los grupos del relleno de la columna, O bien
se puede formar un par inico empleando ¢l contraion adecuado de signo opuesto
a la sustancia problema; el complejo resultante, al no poseer carga eléetrica y ser
voluminoso interaccionard més facilmente con la fase estacionaria apolar. Se sue-
len utilizar alquilsulfonatos (heptanosulfonatosédico) para la separacion de bases
protonadas v bases de amonio cuaternario (hidrdxido de tetrabutilamonio) para
grupos carboxilo u otros aniones. Por ejemplo, la moniliformina ™9 y ¢l dcido
tenuazoieo ' han sido analizados usando la cromatografia de par idnico.

Los detectores utilizados son: UV, que es universal pero poco selectivo ya que
muchas moléculas absorben a la misma longitud de onda que las micotoxinas;
fluorescencia, que por el contrario es muy selectivo, v espectrometria de masas
(EM) que genera detecciones especificas. La espectrometria de masas acoplada
a la cromatografia liquida ha experimentado en la dltima década un importante
desarrollo gracias a las mejoras introducidas en las interfases, por lo que s¢ ha
convertido en 1a téenica de eleccion para la identificacion y coantificacion de
micotoxinas termolibiles. El acoplamiento cromatografia liguida-espectrome-
tria de masas no es tan sencillo como en el caso de la cromatografia de gases-
espectrometria de masas, debido a que la transferencia de analitos debe reali-
zarse desde una fase liquida en lugar de una fase gaseosa. En la practica, las
interfases mas difundidas son la termonebulizacion | Thernmospray, TSP) que
nebuliza utilizando calor. la electronebulizacion (Electrosprayv, ES) aplica un
campo eléctrico en el extremo de un capilar, y la jonizacion quimica a presion
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atmosférica (Armmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) donde la nebuli-
zacion se consigue con ayuda de una corriente de nitrogeno a alta velocidad.
Otra técnica menaos extendida es el haz de particulas (Pamicle Beam, PB), en la
cual se hacen llegar las moléculas neutras de la micotoxina hasta la fuente de
ionizacion mediante una difusion selectiva. También s¢ han aplicado al andlisis
de micotoxinas sistemas de espectrometria de masas en tindem (MS/MS),
mediante los cuales se seleccionan un ion de interés en una primera etapa y se
vuelve a fragmentar en una segunda; estos sistemas pueden proporcionar infor-
macion estructural adicional y facilitan la identificacion v cuantificacion de los
analitos en mezclas complejas. Sin duda, los detectores de MS/MS, como la
trampa iGnica y el triple cuadrupolo, serin en el futuro de uso imprescindible al
menos para la confirmacion de resultados positivos obienidos por cromatografia
liguida con detectores UV o fluorescencia. En la Figura 5.10 se observa un cro-
matograma de una muestra de cacahuete conteniendo AFB, y AFG, mediante
el anilisis de CL con detector de fluorescencia y de espectrometria de masas.
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Figura 5.10. Cromalograma de una muestra de cacahuete conteniendo AFB, (0.,25

nglg) ¥ AFG, (1,68 nglg) mediante el andlisis de cromalografia liquida acoplada a un

detector de fiuorescencia (A) y de espectrometria de masas con ionizacion por elec-

tronebulizacian (B). (Tomado de Blesa ef al. (2003). J Chromatogr A. 1011, pags. 49-
54, con autorizacion de Elsavier),



