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1. RESUMEN

En el presente trabajo se ha desarrollado y validado un método analitico para el
analisis de aflatoxinas B1, B2, Gl y G2 en pimentéon mediante cromatografia de
liquidos de ultra alta eficacia acoplada a espectrometria de masas en tandem de triple
cuadrupolo (UHPLC-QqQ-MS/MS). La extraccion se llevdo a cabo aplicando la
metodologia QuUEChERS, y una posterior dilucion del extracto (1:4 v/wv). La
determinacion analitica se realiz6 empleando una fuente de ionizacion de tipo
electronebulizacion que opera en modo positivo. El coeficiente de determinacion fue
siempre superior a 0,99. El efecto matriz vari6 desde -2 % a +17 % para los analitos
objeto de estudio. Las recuperaciones intradia e interdia variaron desde 74 % a 88 %.
La precision, tanto intradia como interdia, abarcé valores desde 7 % a 19 %. Los
resultados demostraron que este método podria ser valido para la determinacion en
rutina de aflatoxinas en muestras de pimenton.

Palabras clave: UHPLC, pimenton, aflatoxinas, MS/MS, QuEChERS.

2. ABSTRACT

In this study, an analytical method has been developed to analyse aflatoxins BI,
B2, G1 and G2 in paprika by ultra high performance liquid chromatography coupled
to triple quadrupole tandem mass spectrometry (UHPLC-QqQ-MS/MS). Extraction
was carried out using QUEChERS methodology and then, the extract was diluted (1:4
v/v). Analytical determination was performed using an electrospray ionization source
operating in positive mode. The coefficient of determination was always higher than
0.99 for all the analytes studied. Matrix effects ranged from -2 % to +17 %. Intraday
and interday recoveries varied from 74 % to 88 %. Precision, both intraday and
interday, ranged from 7 % to 19%. The results demonstrated that this method could
be suitable for routine determination of aflatoxins in paprika samples.

Keywords: UHPLC, paprika, aflatoxins, MS/MS, QuEChERS.
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3. INTRODUCCION

Durante siglos, las hierbas aromaticas y especias han sido utilizadas como aditivos y
conservantes en alimentos, debido a sus potentes propiedades organolépticas, como su
olor, sabor, o color. Estas han tenido un papel fundamental en las relaciones politicas y
economicas entre las diferentes sociedades a lo largo de la historia. En este sentido
destaca el papel de los pueblos orientales como principales proveedores de especias a
través de relaciones comerciales con comerciantes occidentales. Buen ejemplo de la
importancia de las especias a nivel geopolitico es la batalla por el control de éstas. Este
fue un factor clave en la expansion del colonialismo europeo en Asia, y desencadené el
desarrollo de tecnologias maritimas.!

En la actualidad, las especias siguen teniendo gran relevancia, y no solo se emplean
en la industria alimentaria, sino también en cosmética y herbologia, debido a sus
propiedades antioxidantes y microbianas.? Gracias a éstas, su consumo en la Unién
Europea (EU, European Union) ha aumentado un 1,7 % cada afo en el periodo
comprendido entre 2010 y 2013. Se ha registrado un consumo total de 385.000
toneladas solo en el afio 2012, procediendo la mayoria de las importaciones de China.?

Una de las especias mas tipicas de la gastronomia espainola es el pimenton, un polvo
rojizo obtenido del secado y molienda de ciertos tipos de pimientos rojos. Este es la
base de la economia de diversas regiones, siendo muy demandado por los consumidores
espanoles.

Sin embargo, al igual que el resto de alimentos, y como consecuencia de su
procesado, las especias no estan exentas de presentar contaminantes o sustancias toxicas
que pueden representar un peligro para la salud de los consumidores.

Entre dichos contaminantes y sustancias toxicas podemos encontrar no solo metales
pesados tales como cadmio y plomo,* sino compuestos organicos procedentes de la
actividad microbioldgica, tales como las micotoxinas, sobre las que nos centraremos en
este trabajo.’

3.1. MICOTOXINAS

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, Food and Agriculture Organization) las micotoxinas se definen
como metabolitos flngicos secundarios tdxicos pertenecientes esencialmente a los
géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium.® Los efectos perjudiciales de las
micotoxinas en el ser humano se conocen desde hace siglos. Los primeros casos de
micotoxicosis en ser documentados datan de la Edad Media, en la que ocurrian con
frecuencia brotes de ergotismo causados por el hongo Claviceps purpurea, que
provocaron la muerte y mutilacion de extremidades de miles de personas en Europa. El
contacto con dichas micotoxinas tenia lugar a través de la ingesta de pan preparado con
granos de trigo y centeno contaminados. Las victimas de ergotismo se vieron expuestas
a dietilamida de acido lisérgico (LSD, lysergic acid diethylamide) que les provocaba
alucinaciones.’

A pesar del avance en materia de seguridad alimentaria, actualmente se siguen
describiendo casos de micotoxicosis alrededor del mundo,® principalmente en zonas
subdesarrolladas, en las que no hay establecido un estricto control sanitario de cultivos.

Se pueden distinguir diferentes tipos de micotoxinas, resumidas en la Tabla 1.°
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Tabla 1. Tipos de micotoxinas y hongos productores.

Micotoxina Hongos productores
Aflatoxinas Aspergillus

Ocratoxinas Aspergillus, Fusarium
Tricotecenos Fusarium

Zearalenona Fusarium

Fumonisinas Fusarium
Moniliformina Fusarium

Patulina Aspergillus, Penicillium
Alcaloides ergoticos C. purpurea, Penicillium

3.1.1. Aflatoxinas

Las aflatoxinas (AFs, aflatoxins) son un tipo muy comun de micotoxinas producidas
por hongos del género Aspergillus, tales como A. flavus y A. Parasiticus. Las
aflatoxinas se originan principalmente en alimentos almacenados, tales como arroz,
cacahuetes o pistachos, en regiones tropicales con alta humedad y temperatura, que dan
lugar a la proliferacion de dichos hongos.!® Como consecuencia de su estabilidad y
resistencia a altas temperaturas, son dificiles de eliminar durante la preparacion de los
alimentos. Williams e al.'! han estimado que 4,5 billones de personas se hallan
expuestas a las aflatoxinas. Las aflatoxinas presentes naturalmente son las AFBI,
AFB2, AFG1 y AFG2, representadas en la Figura 1. Otros tipos de aflatoxinas se
producen por modificacion quimica de estas, tales como las AFM1 y AFM2, generadas
por la hidroxilacion de AFB1 y AFB2 respectivamente, y que se hallan en productos
lacteos.!?

Debido a su frecuente presencia y a su toxicidad, este tipo de micotoxinas han sido
muy estudiadas desde el punto de vista médico, demostrando ser potentes agentes
cancerigenos. La aflatoxina mds toxica es la AFB1, con una elevada teratogenicidad y
capacidad inmunosupresora. Del mismo modo, ciertos estudios han relacionado la
ingesta de AFB1 por portadores del virus de la Hepatitis B (HBV, Hepatitis B virus)
con una mayor tasa de incidencia de desarrollar carcinoma hepatocelular. De acuerdo
con estos estudios, se produce una interaccion sinérgica entre la aflatoxina B1 y el VHB
que proporciona un efecto carcinogénico mayor que los dos agentes por separado.!?

CH,
Aflatoxina B2 Aflatoxina G2

Figura 1. Estructuras de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2.
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En términos econdmicos, las aflatoxinas suponen un elevado coste, ya que se calcula
que un 25% de las cosechas mundiales son destruidas cada afio debido a la presencia de
aflatoxinas.'*

El pimenton, debido a su elaboracién, que implica un proceso de secado, es mas
propenso a presentar contaminacion por aflatoxinas que otras especias que no requieren
dicho proceso.'® Sin embargo, dicha contaminacion no solo se produce en la etapa de
secado, sino que también puede ocurrir en cualquier otra etapa tal como la precosecha o
el almacenamiento.!® El crecimiento fungico, y por tanto la contaminacion, dependera
de diversos parametros como la humedad, secado, temperatura y otras condiciones de
procesado.!’

3.1.2. Propiedades fisico-quimicas de las aflatoxinas

En las Tablas 2 y 3 se recogen algunas propiedades fisicas y quimicas de las
aflatoxinas estudiadas.'®

Se puede comprobar que la mayoria de las propiedades fisico-quimicas de las
aflatoxinas son muy similares entre si, debido a su similitud estructural. Asi, por
ejemplo, la temperatura de fusion de las AFs B1, B2, G1 y G2 es de 268,0; 287,5; 245,
0y 238,5 °C respectivamente.

Las aflatoxinas no son estables en agua, por lo que para su almacenamiento se deben
de preparar en un disolvente orgdnico, como por ejemplo metanol, en el que si son
estables. Sin embargo, son estables en agua a corto plazo. La solubilidad de dichas
aflatoxinas en agua a 25 °C es muy diversa.

Asi, para las AFs B1 y B2, la solubilidad es de 16,14 y 24,9 mg/L respectivamente
mientras que para las G1 y G2, esta es de 477 y 3730 mg/L respectivamente, siendo
estos valores de solubilidad muy dispersos entre si como puede observarse.

En estado solido, todas las aflatoxinas se presentan como cristales incoloros, o bien
amarillo pélido que emiten olor acre y humos, y poseen una presion de vapor muy
reducida, del orden de los 107! y 1071 mm Hg a 25 °C.
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Tabla 2. Propiedades fisico-quimicas de las aflatoxinas B1 y B2.

Propiedad

AFB1

AFB2

Nombre IUPAC

Férmula molecular
N.° CAS

Masa molecular
Masa exacta

Punto de fusion
Aspecto

Presion de vapor
Solubilidad

Descomposicion

Estabilidad

(3S,7R)-11-metoxi-6,8,19-
trioxapentaciclo[10.7.0.0%.0>7.0'>!"Jnonadeca-
1,4,9,11,13(17)-penten-16,18-diona

Ci17H1206

1162-65-8

312,27 g/mol

312,063388 g/mol

268.,0 °C

Cristales incoloros o amarillo palido en estado
solido

2,65x 10" mm Hg a 25 °C
En agua, 16,14 mg/L a 25 °C

Cuando se calienta a descomposicion emite olor
acre

No estable en agua. Estable en MeOH

(3S,7R)-11-metoxi-6,8,19-
trioxapentaciclo[10.7.0.0%°.0*7.0'>!"Jnonadeca-
1,9,11,13(17)-tetraen-16,18-diona

C17H140¢

7220-81-7

314,29 g/mol

314,079038 g/mol

287,5 °C

Cristales incoloros o amarillo palido en estado
solido

1,65x 10" mm Hg a 25 °C
En agua, 24,9 mg/L a 25 °C

Cuando se calienta a descomposicion emite olor
acre y humo

No estable en agua. Estable en MeOH
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Tabla 3. Propiedades fisico-quimicas de las aflatoxinas G1 y G2.

Propiedad

AFG1

AFG2

Nombre IUPAC

Formula molecular
N.° CAS

Masa molecular
Masa exacta

Punto de fusion

Aspecto

Presion de vapor
Solubilidad

Descomposicion

Estabilidad

11-metoxi-6,8,16,20-
tetraoxapentaciclo[10.8.0.0%°.0>7.0'*!¥]icosa-
1,4,9,11,13(18)-penten-17,19-diona
Ci17H1207

1402-68-2

328,27 g/mol

328,058303 g/mol

245,0 °C

Cristales incoloros o amarillo palido en estado
solido

5,86 x 107" mm Hg a 25 °C
En agua, 477 mg/L a 25 °C

Cuando se calienta a descomposicion emite olor
acre y humos irritantes

No estable en agua. Estable en MeOH

(3S,7R)-11-metoxi-6,8,16,20-
tetraoxapentaciclo[10.8.0.0%°.0>7.0'>¥]icosa-
1,9,11,13(18)-tetraen-17,19-diona

Ci17H1407

7241-98-7

330,29 g/mol

330,073953 g/mol

238,5°C

Cristales incoloros o amarillo palido en estado
solido

7,68 x 107" mm Hg a 25 °C
En agua, 3,73 x 10° mg/L a 25 °C

Cuando se calienta a descomposicion emite olor
acre y humos irritantes

No estable en agua. Estable en MeOH
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3.1.3. Legislacion aplicable

Al igual que para el resto de contaminantes, la Comision Europea (EC, European
Commission) establece una concentracion limite aplicable en el Espacio Econdmico
Europeo (EEA, European Economic Area). La legislacion europea (REGLAMENTO
(EC) No 1881/2006 DE LA COMISION de 19 de diciembre de 2006, por el que se fija el
contenido maximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios)'’
prevé que la cuantificacion de aflatoxinas se exprese de dos formas, y siempre en pg/kg.
En primer lugar, como AFB1, y en segundo lugar, como suma de AFB1, AFB2, AFG1
y AFG2. Para que un producto sea considerado como apto para el consumo, es
necesario que €ste cumpla con ambos limites excepto para el caso de los productos
lacteos, en los que también se debe de indicar la concentracion de AFM1.

Asi, por ejemplo, para almendras, pistachos y huesos de albaricoque destinados al
consumo humano directo o si se utilizan como ingredientes de productos alimenticios,
se establece un méaximo de 8,0 pg/kg de AFBI1, y de 10,0 ng/kg para la suma de AFBI,
AFB2, AFG1 y AFQG2. Para las especias del género pimiento (Capsicum spp.), entre las
que se encuentra el pimentdn, género Piper (Piper spp.), Nuez Moscada (Myristica
fragrans), Jengibre (Zingiber officinale), Clircuma (Curcuma longa) y mezclas de
especias que contengan una o varias de estas especias, el limite es de 5,0 pg/kg de
AFB1y 10,0 pg/kg suma de AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2."

Los métodos de muestreo y andlisis de micotoxinas se hallan recogidos en el
REGLAMENTO (EC) No 401/2006 DE LA COMISION de 23 de febrero de 2006 por el
que se establecen los métodos de muestreo y de andlisis para el control oficial del
contenido de micotoxinas en los productos alimenticios.?’ Dicho reglamento permite
emplear cualquier método analitico a eleccion del laboratorio, en tanto que éste se
adecue a ciertos requisitos, tanto generales como especificos. De este modo, para las
aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 se establecen unos valores recomendados de recuperacion
en funcion del intervalo de concentraciéon de la muestra. Asi, para una concentracién
inferior a 1 ng/kg, es aconsejable que la recuperacion se halle entre 50 y 120 %, entre 1
pg/kg vy 10 pg/kg ésta debe de estar comprendida entre 70 y 110 %, y para niveles de
concentracion superiores a 10 pg/kg, los valores de recuperacion deben de hallarse en el
intervalo de 80 a 120 %.

De acuerdo con este reglamento, la precision se expresa en funcion de la ecuacion de
Horwitz (ecuacion 1), estableciéndose el maximo de desviacion estandar relativa
(RSDw, relative standard deviation) a 2 veces el valor derivado de dicha ecuacion. Es
decir, la precision experimental calculada debe de ser inferior a dos veces el valor
obtenido mediante la ecuacién de Horwitz.

RSDp = 2(1-05l0gC) Ecuacion (1)

donde RSDr es la desviacion estandar relativa hallada a partir de resultados
experimentales en condiciones de reproducibilidad, esto es, RSDr (%) = [(s/X)*100] y
C es un cociente en funciéon de la concentracion de analito, e independiente de su
naturaleza (a saber, 1 = 10g/10g, 0,0001 = 100 mg/kg), mientras que sr es la desviacion
estandar y X el valor promedio de las medidas.



Determinacion de aflatoxinas en pimenton mediante cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia
acoplada a espectrometria de masas en tandem. 11

3.2. METODOS DE ANALISIS

3.2.1. Método de extraccion

El primer paso para llevar a cabo cualquier método analitico es la extraccion. Este
proceso implica la transferencia del analito en estudio desde la muestra hasta el
disolvente. El resto de la muestra, sin interés analitico se denomina matriz, de modo que
se debe procurar que la extraccion del analito sea lo mas selectiva posible, intentando
eliminar el mayor nimero de componentes de la matriz posibles. La extraccion se debe
llevar a cabo en disolventes en los que el analito en estudio sea soluble a la temperatura
de trabajo, para asegurar una adecuada transferencia. Otros factores que definen la
adecuacion del disolvente al objetivo analitico son su coste, su toxicidad y su
disponibilidad, entre otros. Sin embargo, como ya se ha comentado con anterioridad, las
aflatoxinas no son estables en agua, por lo que hay que evitar que el disolvente de
almacenamiento sea el agua, o mezclas de disolvente orgénico con agua. Sin embargo,
es posible preparar muestras con un cierto porcentaje de agua para analizar en un corto
periodo de tiempo, siempre que contengan un minimo de un 20 % de disolvente
organico.?”

La mayoria de autores consultados, proponen la extraccion de micotoxinas en
especias a través del método QUEChERS, acrénimo inglés de Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe (rapido, simple, barato, efectivo, robusto y seguro), debido a su
simplicidad, bajo coste, rapidez y a los buenos resultados que proporciona.?':*? Este
método de extraccion fue desarrollado por el quimico germano-chipriota Michelangelo
Anastassiades en el afio 2003.%* Aunque inicialmente fue concebido para analisis de
residuos de plaguicidas en frutas y hortalizas, su uso se ha extendido a otros muchos
analitos, tales como las micotoxinas. El método QuEChERS ha supuesto por tanto una
revolucion en el campo de la Quimica Analitica, realizdndose a dia de hoy una gran
cantidad de extracciones, no solo a nivel de investigacion, sino a nivel de andlisis de
rutina. Esto ha permitido la extraccion de un mayor numero de analitos en menor
tiempo, resultando todo ello en un menor coste economico de los analisis realizados.

En términos generales, el método QUEChERS consiste en la adicion de 10 mL de
acetonitrilo a 10 g de muestra. Tras agitar enérgicamente para producir la extraccion, se
adiciona 1 g de NaCl, 4 g MgSOq, o bien otras sales como citrato de trisodio dihidrato e
hidrogenocitrato de sodio sesquihidrato, o bien acetato de amonio. Estas sales se
emplean para regular el pH. La funcién del cloruro de sodio es aumentar la fuerza i6nica
del medio, lo que permite una extraccion mas eficiente. El sulfato de magnesio se
emplea debido a su caracteristica de agente higroscopico, que elimina el agua presente
en el extracto. Posteriormente, tras una agitacion enérgica, el extracto con las sales se
centrifuga, y se recoge el sobrenadante. A este se le puede aplicar una etapa opcional de
limpieza mediante extraccion en fase sélida dispersiva (dSPE, dispersive solid phase
extraction), con sorbentes como amina primaria secundaria (PSA, primary secondary
amine) que retienen las interferencias de la matriz selectivamente. Se centrifuga de
nuevo, y el extracto se puede inyectar directamente en los equipos de cromatografia.

Desde su desarrollo en 2003 se han implementado diferentes modificaciones para
adecuar el método a los diferentes tipos de analitos y matrices de estudio. De este modo,
cada autor presenta su propia version del método QUEChERS, que ha sido validado para
la determinacion de una gran variedad de analitos. La EU ha adoptado una version
modificada del método QuEChERS que emplea como sales sulfato de magnesio,
cloruro de sodio, citrato de trisodio dihidrato e hidrogenocitrato de sodio sesquihidrato,
tras extraccion con acetonitrilo y limpieza mediante dSPE. Esta es considerada como la
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version oficial, y de aplicacion para la determinacion de residuos de plaguicidas
mediante cromatografia de gases (GC, gas chromatography) y cromatografia de
liquidos (LC, liquid chromatography). Esta metodologia se encuentra reflejada en la
norma UNE-EN 15662:2019.*

Para la extraccion de micotoxinas en especias, entre las que se encuentra la AFBI,
Reinholds et al.?® proponen pesar 2,0 £ 0,1 g de pimentén molido en un tubo de
centrifuga de 50 mL, y adicionar 10 mL de agua desionizada, asi como 10 mL de
acetonitrilo. A continuacion, se adiciona una mezcla de sales compuesta por 4 g de
sulfato de magnesio, 1 g de cloruro de sodio, 0,5 g de citrato de trisodio dihidrato,y 1 g
de hidrogenocitrato de sodio sesquihidrato. Tras agitacion en vortex y agitador
automatico, se centrifuga 5 min a 4500 rpm. Se toman 8§ mL de sobrenadante y se
congelan a -80 °C durante 30 min, seguido de una centrifugacion de 5 min a 4500 rpm.
Después, 3 mL del extracto se evaporan a sequedad y se reconstituyen en 500 pL de
agua/metanol (50:50 v/v). Finalmente, los extractos se filtran a través de filtros de
polifluoruro de vinilideno (PVDF, polyvinylidene fluoride) de 0,22 pm, y se llevan a un
vial para su andlisis. Con este método se obtuvo una recuperacion del 95 % y una
precision, expresada como RSD (%), del 8 % para la AFB1, empleando cromatografia
de liquidos de ultra alta eficacia acoplada a espectometria de masas de triple cuadrupolo
(UHPLC-QqQ-MS/MS, ultra high performance liquid chromatography coupled to
triple quadrupole mass spectrometry).

Otro método de extraccion de micotoxinas en pimentdn, asi como en otras especias,
fue propuesto por Yogendrarajah et al.*’ En él se pesa 1,00 + 0,05 g de muestra molida
en un tubo de extraccion de 50 mL, y se adicionan 5 mL de agua, agitdndose en vortex
durante un minuto. La muestra hidratada se deja reposar durante 30 minutos.
Posteriormente, se afaden 5 mL de acetonitrilo acidificado con acido formico (1 % v/v),
llevandose a cabo la extraccion en un agitador vertical durante 20 minutos. Se adicionan
2 g de sulfato de magnesio y 0,50 g de cloruro de sodio, agitando manualmente para
evitar la aglomeracion de las sales. Los tubos se agitan en vortex durante un minuto, y
se centrifugan a 5200 rpm durante 7 minutos. Finalmente, una alicuota del sobrenadante
de acetonitrilo se centrifuga a 8300 rpm durante 3 minutos. Tras la filtracion, una
alicuota se transfiere a un vial para su posterior analisis LC-MS/MS. Los valores de
recuperacion abarcaron desde 79 % para AFBI1, hasta 117 % para AFB2, mientras que
la precision, expresada como RSD (%), vari6 desde 7 % para AFB1 hasta 16 % para
AFB2.

3.2.2. Técnicas cromatograficas

La cromatografia es, de acuerdo con de Blasio?” un método fisico de separacion en el
que los componentes que se desean separar se distribuyen entre dos fases, una de las
cuales es estacionaria (fase estacionaria), mientras que la otra (fase movil) se mueve en
una direccion definida. Cuando la fase movil se halla en estado liquido, se habla de LC,
mientras que cuando ésta es un gas, se denomina GC.

Existen diversos tipos de técnicas cromatograficas, desde cromatografia en papel
hasta cromatografia en columna, pasando por cromatografia en capa fina. Todas ellas se
basan en el mismo principio de absorcion-desorcion de los compuestos de la muestra en
la fase estacionaria, llevandose a cabo su separacion debido a las diferencias entre las
constantes de distribucion entre la fase movil y la estacionaria.?® De este modo, las
diferentes afinidades condicionan la velocidad de los compuestos a través de la
columna; los mas afines por la fase estacionaria (de polaridad similar) seran retenidos
por ésta en mayor grado, por lo que seran los Ultimos en eluir, presentando un mayor
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tiempo de retencidon. Por otro lado, los menos afines por la fase estacionaria eluiran
antes, y se les atribuird un tiempo de retencién menor.

Con el paso de los afios, la importancia de las técnicas LC ha aumentado
considerablemente, hasta el punto de poder ser consideradas indispensables para el
andlisis de multitud de compuestos.?” En la actualidad se ha extendido el uso de la
cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) y UHPLC, representadas en la Figura 2, debido entre otras causas, a
su versatilidad y capacidad de realizar separaciones satisfactorias de matrices
complejas. La diferencia entre HPLC y UHPLC radica en el tamafo de particula de la
columna cromatografica (inferior a 2 um para UHPLC).*® En el caso de una columna
UHPLC, dicho tamafio de particula es menor que en una columna HPLC, por lo que se
producira una separacion mas eficaz y en menor tiempo de analisis, requiriéndose para
ello un aumento de la presion que debe de ser compensado con bombas mas potentes.
En columnas UHPLC se trabaja por encima de 6000 psi, el limite de presion estandar
para las columnas HPLC. Se pueden diferenciar dos modos de trabajo en LC:

e Fase normal: La fase estacionaria es polar (grupos ciano, diol, amino o
dimetilamino). Esta indicada para el analisis de compuestos polares. como los
fosfolipidos.®! Debido al caracter apolar de la fase mévil, los compuestos polares
seran los Ultimos en eluir. Se encuentra en desuso debido a la baja
reproducibilidad de los tiempos de retencion como consecuencia de la
hidratacion de la fase estacionaria por los disolventes proticos.

e Fase reversa:’? Es la més utilizada actualmente. La fase estacionaria es apolar
(grupos Cs o Cis), produciéndose interacciones hidrofobicas entre las moléculas
y la fase estacionaria. Los compuestos mas polares eluyen primero debido a que
relativamente son los mas solubles en la fase movil de caricter polar. Las
columnas con grupos C18 son las mas usadas en varias aplicaciones. Esta
modalidad estd indicada para el analisis de compuestos apolares.

Fuente
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Figura 2. Esquema de un equipo HPLC o UHPLC*
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En cuanto al modo de elucion, e puede trabajar en modo isocratico, esto es, con una
composicion constante de la fase moévil, o en modo gradiente, con una variacion de la
composicion de la fase movil a lo largo tiempo de analisis.

3.2.3. Espectrometria de masas

A pesar de que la LC proporciona separaciones excelentes, es necesario acoplar esta
técnica de separacion a otra técnica de deteccidn que nos permita determinar los
analitos. Una de las técnicas de deteccion por excelencia es la espectrometria de masas
(MS, mass spectrometry).

En MS, las moléculas que entran se ionizan, adquiriendo cada ion formado una
relacion masa/carga (m/z) caracteristica, que permitira distinguirlo de otros iones. Cada
ion tiene asociada una abundancia, que queda registrada como un espectro de masas.

Los mas comunes son el triple cuadrupolo (QqQ, triple quadrupole), y el tiempo de
vuelo (ToF, time of flight). También se emplea cuadrupolo simple (Q, single
quadrupole), que posee menor selectividad, estando todos ellos encuadrados en la
espectrometria de masas de baja resolucion (LRMS, low resolution mass spectrometry).

En un espectrémetro de masas podemos distinguir cuatro etapas: la primera de ellas
consiste en la entrada de la muestra en el equipo, en la segunda se produce la ionizacion
de los compuestos aplicando un voltaje, en la tercera se lleva a cabo la seleccion de
iones, y en la ultima la deteccion de dichos iones.

En la primera parte ocurre la ionizacion de la muestra, empledndose
mayoritariamente para la determinaciéon de los compuestos objeto de estudio en este
trabajo. En el presente trabajo se ha aplicado electronebulizacion (ESI, electrospray) en
modo positivo. Esta ionizacion se lleva a cabo a presion atmosférica. Se hace pasar la
muestra, que debe estar disuelta en un solvente conveniente, por un capilar de metal al
que se le aplican 3 o 4 kV en su punta, originando un spray de gotas muy pequefias
(asistido o no con un gas auxiliar como helio o nitrogeno) cargando eléctricamente la
solucion. Esto provoca la formacion de niebla de gotas cargadas eléctricamente en el
cono de Taylor (Figura 3), dando lugar a un incremento de la densidad de carga como
consecuencia de la evaporacion del disolvente. Por tanto, los iones quedan
desolvatados.>* Dichos iones resultantes viajan hacia el sistema de cuadrupolos.
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Figura 3. Esquema de la formacién del electrospray>’
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Un cuadrupolo esta formado por 4 barras magnéticas paralelas entre si, y
equidistantes de un punto central. En ¢l se produce la seleccion de iones. En el caso de
un QqQ, representado en la Figura 4, previamente a la entrada de la molécula en el
tercer cuadrupolo tiene lugar su fragmentacion en una celda de colision para generar
iones producto. Asi, el primer y el tercer cuadrupolo actian en modo monitorizacion de
iones seleccionados (SIM, Selected lon Monitoring), mientras que el segundo (q)
funciona como una camara de colisiones activadas, que fragmenta los iones precursores.
En el primer y tercer cuadrupolo se aplica un cierto voltaje de tal modo que solo los
iones con m/z deseada tendran una trayectoria estable, mientras que los demas se
desestabilizaran y no llegardn al préximo cuadrupolo o detector. Esto es lo que
convierte a la espectrometria de masas en una técnica altamente selectiva. En el caso de
que ocurran dos o mas fragmentaciones, como en el caso del QgQ, se habla de
espectrometria de masas en tdndem, representada como MS/MS o de forma genérica
MS", con n=2 para QqQ. Una vez que se produzcan los fragmentos, se hacen llegar a un
detector de iones para su cuantificacion.

Las cargas oscilan

relacion m/z incorrecta
en el cuadrupolo ;

_ relacion m/z correcta

v (permanece dentro del campo oscilante)

d‘ el 6ol o
:1>‘Agi<> fovoo0—o0 0 |0 RN OO —T—

Cuadrupolo 1 (Q) Cuadrupolo 2 (q) Cuadrupolo 3 (Q)

Tonizacion en S cié 16 .. . STy L .
Muestra Seleccion de ion en cuadrupolo  Fragmentacion de iones Seleccion de ion fragmento Detector de

fuente de fones  (filtro de masas) en camara de colisién (filtro de masas) iones

Figura 4. Proceso de fragmentacion y seleccion de iones en triple cuadrupolo®®

En la Tabla 4 se recogen algunos de los métodos encontrados en bibliografia para la
separacion cromatografica y deteccion de micotoxinas en especias, que incluyen
pimenton, pimienta blanca, roja y negra, chile, cominos y canela. La mayor parte de los
autores consultados proponen el anélisis mediante UHPLC o HPLC acoplado a un QqQ.
Asimismo, la mayoria de las columnas empleadas son del tipo C18, operando por tanto
en modo fase reversa, y en modo gradiente, con tamafios de particula variados, desde
los 1,7 y 1,9 um para UHPLC, hasta 5 um para HPLC.

Respecto a las fases moviles, dichos autores proponen una diversidad de opciones en
cuanto a disolventes y fases. Una de estas propuestas consiste en una fase A de agua con
acido formico al 0,1 % (v/v) y una fase B de MeOH, mientras que otro Yogendrarajah et
al.*® proponen que sendas fases A y B estén compuestas de metanol/agua en diferente
proporcion (20:80 v/ y 90:10 v/, respectivamente) asi como formiato de amonio 5 mM
y acido formico al 0,1 % (v/v). Skrbi¢ et al.’” proponen utilizar una fase A, que esta
compuesta de agua:acido acético 99:1 (v/v) con formiato de amonio 5 mM, y una fase
B de metanol:agua 90:10 (v/v) formiato de amonio 5 mM y 0,1 % &cido férmico (v/v).
Los flujos difieren entre las 4 propuestas, abarcando desde los 0,3 mL/min hasta 1,0
mL/min.
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Tabla 4. Diferentes métodos para la determinacion de aflatoxinas en especias

Ténica analitica Matriz Columna Fase movil, flujo de fase Flujo Referencia
movil
UHPLC-QqQ- Pimenton Kinetex C18 A: Agua 0,1 % acido férmico 0,4 mL/min 25
MS/MS (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um) (vw)
B: Metanol
HPLC-MS/MS Pimentén Symmetry C18 A: Metanol:Agua 20:80 (v/v) 0,3 mL/min 26
(150 mm x 2,1 mm, 5 pm) con formiato de amonio 5
mM y 0,1 % écido féormico
(vv)
Precolumna: Sentry B: Metanol:Agua 90:10 (v/v)

(10 mm x 2,1 mm, 3,5 um)  formiato de amonio 5 mM y
0,1 % &cido férmico (v/v)

UHPLC-QqQ- Pimienta blanca, Hypersil GOLD A: Agua:Acido acético 99:1 0,5 mL/min 37
MS/MS pimienta negra 'y (50 mm x 2,1 mm, 1,9 um) (v/v) con formiato de amonio
pimienta roja 5mM

B: Metanol:Acido acético
99:1 (v/v) con formiato de
amonio 5 mM

HPLC-FD Chile en polvo, InertsilODS-3 Agua:acetonitrilo:metanol 1,0 mL/min 38
copos de chile, 250 mm x 4.6 mm, 5 um.)  6:2:3 (v/v/v) con K1 0,12 g/L
pimienta negra, y HNO; 4M

comino, canela

? Abreviaturas: FD: detector de fluorescencia; HPLC: cromatografia de liquidos de alta eficacia; MS: espectrometria de masas; QqQ: triple
cuadrupolo; UHPLC: cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia.
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4. OBJETIVOS

Debido al gran consumo de especias en la actualidad, es necesario establecer un
riguroso control sobre los contaminantes y sustancias toxicas presentes en este tipo de
matrices.

El objetivo que persigue el siguiente trabajo es el desarrollo y validacion de un
método de analisis para determinar aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en pimenton, mediante
cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia acoplada a espectrometria de masas en
tandem de triple cuadrupolo (UHPLC-QqQ-MS/MS).

Para ello, se ha llevado a cabo la optimizacion de un método de extraccion basado en
la metodologia QUEChERS y posteriormente, se ha procedido a la validacion del
método atendiendo a diversos pardmetros tales como veracidad, linealidad, limites de
deteccion y cuantificacion, efecto matriz y precision.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. PATRONES, REACTIVOS Y MATERIALES

Los patrones so6lidos de AFB1, AFB2, AFGl y AFG2 fueron suministrados por
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EEUU), con una pureza superior al 99,7 %. Se
prepararon disoluciones patron individuales de AFB1, AFB2, AFGl y AFG2 en
acetonitrilo con concentraciones de 86 mg/L, 80 mg/L, 88 mg/L y 80 mg/L
respectivamente. A partir de estas disoluciones se prepararon tres disoluciones de
trabajo de las cuatro aflatoxinas en acetonitrilo con los que se trabajé en este proyecto,
con concentraciones de 10 mg/L, 1 mg/L y 0,25 mg/L. Se conservaron a 4 ° C.

Los reactivos solidos empleados fueron sulfato de magnesio > 96 % (Panreac
Applichem, Darmstadt, Alemania), acetato de amonio > 98 % (Sigma Aldrich, St.
Luois, MO, EEUU), C18 (Scharlab, Barcelona, Espafia) PSA (Scharlab), Florisil (J. T.
Baker, Deventer, Holanda), Z-sep+ (Supelco, Bellefonte, EEUU) y carbon negro
grafitizado (GCB, graphitized carbon black) 120-400 mesh (Scharlab).

Los reactivos liquidos utilizados fueron acetonitrilo LC-MS Chromasolv™ > 99.9 %
(Honeywell, Charlotte, EEUU), metanol Chromasolv™ para HPLC grado gradiente >
99,9 % (Honeywell), y acido formico Optima LC/MS > 99,0 % (Thermo Fisher
Scientific, Fair Lawn, EEUU).

El agua ultrapura se obtuvo a través de un sistema de purificaciéon de agua Milli-Q
(Millipore, Burlington, EEUU).

Los cartuchos de extraccion en fase solida (SPE, solid phase extraction) empleados
fueron del modelo Oasis® Prime HLB 3cc/150 mg (Waters, Milford, MA, EEUU)

5.2. EQUIPOS

Para la pesada de muestras y de sales se empled un granatario PB602-S (Mettler
Toledo, Greinfesee, Suiza). Para la pesada de sorbentes de limpieza se utiliz6 una
balanza analitica AB54- S/FACT Classic Plus (Mettler Toledo, Greinfesee, Suiza). En
las etapas de centrifugacion se empled una centrifugadora Consul 21 (Otroalresa,
Madrid, Espafia) para tubos Falcon de 50 mL, y una centrifugadora Centronic-BL II
(J.P. Selecta, Barcelona, Espafia) para tubos Eppendorf.

Respecto al andlisis cromatografico, se utilizd un cromatografo de liquidos de
Agilent serie 1290 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU), con una
columna Zorbax Eclipse Plus C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 um), también de Agilent
Technologies.
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El sistema cromatografico se acoplé a un espectrometro de masas de triple
cuadrupolo (QqQ) modelo 6460 Triple Quad LC/MS (Agilent Technologies). La fuente
de ionizacidon es una sonda de tipo Jet Stream electrospray (ESI) (G1958-6538), en
modo de trabajo positivo (ESI+). La colision se efectudé con nitrogeno al 99,9 %
obtenido a partir de un equipo NitroFlow Lab (Parker Hannifin, Cleveland, OH,
EEUU).

5.3. METODOS ANALITICOS EMPLEADOS

5.3.1. Método de extraccion

Previamente a la optimizacion del método de extraccion definitivo, se estudiaron
otros dos métodos de extraccion basados en una modificacion del método QUEChERS,
denominados método 1 y método 2.

El método 1 consiste en:

1. Sepesal g de pimentdén en un tubo Falcon de 50 mL.

2. Se adicionan 5 mL de agua milli-Q y 5 mL de acetonitrilo acidificado con
acido formico (1 % v/v). Se agita en vortex durante un minuto.

3. Se pesan 4 g de sulfato de magnesio, y 1 g de acetato de amonio. Se agita en
vortex durante un minuto.

4. Se centrifuga a 3700 rpm durante 7 minutos.

5. Se transfieren 1,5 mL de sobrenadante a un tubo Eppendorf. Se adicionan 25
mg de PSA y 25 mg de C18.

6. Se centrifuga a 3700 rpm durante 10 minutos.

7. El sobrenadante obtenido se hace pasar por un filtro de jeringa de 0,2 pm y se
introduce en un vial de cromatografia para su analisis mediante UHPLC-
QqQ-MS/MS.

El método 2 presenta la eliminacion de la etapa de extraccion en fase solida dispersiva
indicada en el método 1. Asi, el procedimiento de extraccion es:

1. Sepesal g de pimentdn en un tubo Falcon de 50 mL

2. Se adicionan 5 mL de agua milli-Q y 5 mL de acetonitrilo acidificado con
acido formico (1 % v/v). Se agita en vortex durante un minuto.

3. Se pesan 4 g de sulfato de magnesio, y 1 g de acetato de amonio. Se agita en
vortex durante un minuto.

4. Se centrifuga a 3700 rpm durante 7 minutos.

5. Se toma 1 mL de sobrenadante, se hace pasar por un filtro de jeringa de 0,2
pm y se introduce en un vial de 1 mL para su andlisis cromatografico
mediante UHPLC-QqQ-MS/MS.

El método de extraccion final optimizado, igualmente basado en la metodologia
QuEChERS se denominé método 3.

1. Sepesan 0.5 g de pimenton en un tubo Falcon de 50 mL.

2. Se adicionan 10 mL de agua milli-Q y 10 mL de acetonitrilo acidificado con
acido formico (1 % v/v). Se agita en vortex durante un minuto.

3. Se pesan 4 g de sulfato de magnesio, y 1 g de acetato de amonio. Se agita en
vortex durante un minuto.
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4. Se centrifuga a 3700 rpm durante 7 min.

5. El extracto final se diluye en una proporcion 1:4 (v/v) con una mezcla
acetonitrilo acidificado con &cido formico (1 % v/Av):agua 1:1 (v/v). Se
introduce en un vial de cromatografia para su andlisis mediante UHPLC-
QqQ-MS/MS.

5.3.2. Analisis mediante LC-MS

La separacion cromatografica de los analitos se realizd mediante elucion en modo
gradiente (Tabla 5) con una fase mdvil compuesta de acetonitrilo como eluyente A y
agua ultrapura acidificada con acido formico (1 % v/v) como eluyente B. La velocidad
de flujo de la fase movil es de 0,2 mL/min, con un volumen de inyeccién de 5 pLy un
tiempo de analisis de 8,5 minutos a 25°C.

Tabla 5. Gradiente de elucién empleado

Tiempo (min) % B
0,00 75
3,75 0
6,00 0
6,50 75
8,50 75

En cuanto a las condiciones de trabajo del espectrometro de masas, se resumen en la
Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de trabajo del espectrometro de

masas
Temperatura de gas de 325°C
secado
Temperatura de gas de 400 °C
cortina
Flujo de gas de secado 5 L/min
Flujo de gas de cortina 11 L/min
Voltaje del capilar 3500 V
Presion del nebulizador 45 psi

En la Tabla 7 se muestran los datos de adquisicion UHPLC-QqQ-MS/MS:
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Tabla 7. Parametros de adquisicion UHPLC-QqQ-MS/MS

Analito Ventana Ion Voltaje Iones Energia Relacion
de precursor del producto de de iones
tiempo (m/fZ) fragmentador (m/7) colision
de ) (eV)
retencion
(min)?

AFB1 3,38+ 313,1 130 285,1 20
0,10 241,1 40 93,8
128,1 80 88,9
115,1 80 62,7

AFB2 323+ 315,2 125 287,0 30
0,12 259,0 30 99,2
243,0 50 36,2
115,0 80 75,5

AFG1 3,24 + 329,1 125 243.0 30
0,12 200,0 50 84,9
115,0 80 99,9

AFG2 3,07 331,1 125 115,0 30
0,12 245.0 50 83,6
189,0 80 81,2

? Expresado como tr+ 3sq y con n=10, donde tr es el valor promedio de tiempo de
retencion y sq la desviacion estandar.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

Previamente al inicio de este trabajo de investigacion, las condiciones
cromatograficas y espectrométricas para el andlisis de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2
fueron establecidas por Hidalgo-Ruiz et al.** de modo que se procedi6 a la optimizacion
del método de extraccion y a la posterior validacion del mismo.

6.1. OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION

Para la determinacion de aflatoxinas en pimenton, se procedi6 aplicando un método
previamente establecido, denominado como método 1, descrito anteriormente, con
fortificacion previa del blanco matriz a 20 pg/kg. Este método, que aplica una dilucién
1:5 y una etapa de limpieza del tipo dSPE, proporciond unas recuperaciones aceptables,
de entre 108-117 %, pero una elevada supresion ionica (efecto matriz negativo), de
entre -58 y -65 %, excepto para la AFG2, con -22 % de efecto matriz como se muestra
en la Tabla 8, calculado mediante la ecuacion (2).

% EM = (-"maz 1) x 100 Ecuacion (2)

Mdisolvente
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Tabla 8. Valores de recuperacion y efecto matriz (%)

Recuperacion (%) Efecto matriz (%)
AFBI1 108 -58
AFB2 110 -61
AFG1 112 -65
AFG2 117 -22

6.1.1. Estudio de la influencia de la extraccion en fase solida dispersiva (dSPE) y de
la extraccion en fase solida (SPE)

Con objeto de reducir la supresion idnica consecuencia de las interferencias de la
matriz, se decidid estudiar el efecto de diferentes sorbentes como C18, PSA, Florisil, Z-
sept y GCB, en términos de reduccion de interferencias (efecto matriz).

Para ello, se adicionan 25 mg de cada sorbente de manera individual en 10 tubos
Eppendorf con 1 mL de blanco matriz; en 5 de ellos las aflatoxinas se adicionan antes de
la limpieza con sorbentes y en los otros 5 después de la limpieza con sorbentes. A
ambos tipos de tubos se les adiciond 25 pg/L de cada una de las aflatoxinas, que
también se adicionaron a una mezcla de fase mévil (50:50 v/v). El objetivo de dicha
experiencia era comprobar en primer lugar si los analitos se adsorbian en los disolventes
de limpieza, y si se conseguia reducir el efecto matriz. El efecto matriz se hallo
comparando las areas de pico de las AFs en las matrices a las que se le adiciond el
patron posteriormente a la limpieza, con las areas de pico de las AFs preparadas en
disolvente, de acuerdo con la ecuacion (3).

% EM = (fmerizdepuis dedsvd _ ) 5 100 Ecuacion (3)

Adisolvente

donde Agespuss de dspE representa el area de la aflatoxina al adicionar el patron de AFs
después de realizar la dSPE, y Adisolvente representa el area de la aflatoxina en disolvente.

Por su parte, las recuperaciones fueron calculadas empleando la ecuacion (4):

y A .,
% Recuperacion = (M) x 100 Ecuacion (4)
después de dSPE

donde Auantes de dspE representa el area de la AF al adicionar el patron de AFs antes de
realizar la dSPE, y Audespués de dspe representa el area de la AF al adicionar el patron de
AFs después de realizar la dSPE.

La Tabla 9 muestra los resultados obtenidos. Los sorbentes no demostraron
demasiada eficacia reduciendo el efecto matriz. Ademads, las recuperaciones obtenidas
empleando algunos de estos sorbentes se vieron reducidas frente a la extraccion sin
sorbentes, como en el caso de la AFG1 en florisil, que mostrd una variacion de -1% de
efecto matriz y una disminucion del 31 % en los valores de recuperacion, indicando por
tanto que dicha aflatoxina era adsorbida en el florisil. Otro caso que destacar es el del
GCB, que para la AFB1 y AFB2 present6 una disminucion de las recuperaciones del 64
% y 60 % respectivamente, indicando también que ambas aflatoxinas eran adsorbidas
por el GCB. El sorbente que proporcion6 los mejores resultados de recuperacion fue el
C18, pero no se logré una disminucion del efecto matriz, que era el principal proposito
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de este estudio. Se determino, por tanto, que no era necesario la etapa de limpieza con
sorbentes ya que el efecto matriz no se vio reducido en ningun caso.

Debido a que los sorbentes estudiados no reducian eficazmente el efecto matriz del
pimenton, se decidié investigar si el uso de cartuchos de SPE reducia las interferencias
de la matriz, sustituyendo estos a los sorbentes anteriormente utilizados. La extraccion
en fase solida se realizd por gravedad, haciendo pasar el extracto que se deseaba limpiar
por un cartucho de SPE Oasis® Prime HLB 3cc/150 mg, recogiéndose el extracto limpio
sobre un vial de cromatografia para su posterior analisis.

Cualitativamente se aprecidé un cambio de coloracion de las muestras desde un tono
rojo anaranjado antes de SPE, hasta un color amarillo, tras la aplicacion del cartucho
SPE, confirmando que se produce una retencion de interferencias de la matriz. En la
Tabla 9 se pueden observar los valores de recuperacion y efecto matriz usando SPE
como etapa de limpieza de la muestra.

En virtud de los resultados obtenidos, se puede concluir que los cartuchos de SPE
empleados no ayudan a reducir el efecto de supresion idnica, sino que presentan menor
eficacia que los sorbentes utilizados para dSPE; mientras que, por ejemplo, para AFB1,
AFB2, AFG1 y AFG2 se obtuvieron valores de efecto matriz con C18 de -76 %, -82 %,
-70% y -82% respectivamente, con cartuchos SPE estos valores fueron de -90 %, -92 %,
-87 %y -85 % respectivamente.

Tabla 9. Valores de recuperacion y efecto matriz en diferentes sorbentes (%).

Recuperacion (%) 100 pg/kg Efecto matriz (%)
Sorbente AFB1 AFB2 AFGl1 AFG2 AFB1 AFB2 AFGl1 AFG2
C18 97 101 96 92 -76 -82 -70 -82
PSA 86 83 88 90 =72 -78 -66 -80
Z-sep+ 92 90 94 92 -70 =77 -65 -79
GCB 44 50 86 98 -67 -75 -61 =77
Florisil 59 59 81 94 -71 -78 -66 -81
SPE 63 64 69 62 -90 -92 -87 -85

6.1.2. Estudio de la influencia de la dilucion

Teniendo en cuenta que las estrategias de limpieza mediante SPE o dSPE no
proporcionaron resultados aceptables, se aplico el método 2 con diferentes diluciones a
los extractos en matriz, 1:2 y 1:4 (v/v), mediante adicion de una mezcla acetonitrilo
acidificado con acido férmico (1 % v/v):agua 1:1 (v/v), para estudiar el efecto matriz en
funcién del grado de dilucion. El nivel de concentracion empleado fue de 25 pg/kg. Los
resultados mostraron que la dilucién 1:4 presentaba cierta reduccion del efecto matriz,
con unos valores comprendidos entre -64 y -72 %, frente a valores de entre -85 % y -92
% sin dilucidn, y entre -86 % y -89 % con dilucion 1:2, pero dicha reduccion no fue
suficiente. (Tabla 10).
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Tabla 10. Efecto matriz observado (%) tras aplicar diversas diluciones al extracto.

Efecto matriz (%).

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Matriz sin dil. -90 -92 -87 -85
Matriz 1:2 (vv) -88 -89 -86 -88
Matriz 1:4 (v»v) -68 =72 -64 =72

Con objeto de aumentar la dilucién de la muestra en el proceso de extraccion, y de
este modo reducir el efecto matriz, se decidio reducir la cantidad de pimentéon de 1 g a
0.5 g, y se incrementd la cantidad de acetonitrilo acidificado con acido formico (1 %
v/v) y de agua milli-Q de 5 mL a 10 mL (método 3). Esto se traduce en una dilucion
1:20, frente a la dilucion 1:5 de los métodos anteriores. Con este nuevo método, los
resultados obtenidos para AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2 fueron respectivamente, de 132,
103, 114 y 85 % para las recuperaciones, y de -31, -29, -37 y -33 % para el efecto
matriz.

Debido a los resultados proporcionados por el método 3, se decidio estudiar la
recuperacion en diversas diluciones de los extractos de pimenton, 1:1, 1:2, 1:4 y 1:9
(v/v) para determinar cudl era la mas adecuada en términos de recuperacion (Tabla 11),
ya que una dilucion excesivamente grande, a pesar de reducir el efecto matriz, podria
afectar negativamente a la sensibilidad del método. De este modo, posteriormente a la
determinacion de la dilucion Optima en términos de recuperacion, se realizo el estudio
del efecto matriz a dicha dilucion.

Tabla 11. Valores de recuperacion de aflatoxinas (%) a diferentes grados de dilucion
(v/v) aplicando el método 3.

100 pg/kg 1000 pg/kg
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 AFB1 AFB2 AFGl1 AFG2
Sin dil. 100 100 106 107 71 66 68 70
Dil. 1:1 113 117 120 121 79 77 79 82
Dil. 1:2 97 99 107 127 85 85 88 81
Dil. 1:4 99 100 104 107 99 104 104 109
Dil. 1:9 95 91 117 87 110 110 120 122

Como se puede observar en la Tabla 11, las mejores recuperaciones se obtuvieron
para un nivel de fortificacion inferior de 100 pg/kg, con valores sin dilucion entre 100 y
107 %, mientras que a 1000 pg/kg las recuperaciones disminuyen hasta situarse en el
rango entre 66 y 71 %. Sin dilucidn, o con dilucion baja (dil. 1:1 6 1:2), a un nivel
superior (1000 pg/kg) las recuperaciones son menores que a niveles de dilucion altos.
En el caso del nivel de fortificacion superior, se observa una influencia de la dilucion
sobre las recuperaciones de las aflatoxinas, como en el caso de la AFBI1 a 100 pg/kg,
con valores entre 113 y 95 % para las diluciones 1:1 y 1:4 respectivamente, y de entre
82y 122 % en diluciones 1:1 y 1:9 respectivamente, para la AFG2 a 1000 pg/kg.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se decide aplicar un factor de dilucion 1:4
para futuras experiencias, ya que, sin ser una dilucion elevada, proporciona resultados
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adecuados en términos de recuperacion de cara a la validacion, para la que se requieren
valores de recuperacion comprendidos entre 70 y 120 %.

Finalmente, se llevo a cabo un ensayo para estudiar el efecto matriz en un punto en
matriz a 100 pg/L con dilucién 1:4 (v/v), empleando el método de extraccion 3, con 0,5

g de muestra y 10 mL de acetonitrilo 1 % formico (v/v). Los resultados obtenidos se
resumen en la Tabla 12.

Tabla 12. Efecto matriz en aflatoxinas (%)

Efecto matriz (%)
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Punto en +1 +3 +13 +11

matriz 100
pg/L 1:4 (v/v)

Como se puede apreciar, el efecto matriz se ha conseguido eliminar en todas las
aflatoxinas, ya que presentan valores de efecto matriz inferiores a + 20 %. En la Figura
5 se muestra el efecto de la dilucion 1:4 (v/v) en AFB1 y AFG1 en un cromatograma. Se
puede observar que las aflatoxinas presentan una mayor area de pico en muestras con
matriz diluida respecto a aquellas sin dilucion de matriz.

x10"3

+ESI TIC MRM

AFB1

AFB1 sin dilucién

AFB1 1:4 (wv)

Intensidad
~

AFG1 sin dilucion

25 3 3,5 4
Tiempo de retencién (min)

Figura 5. Efecto de la dilucion de matriz 1:4 (v/v) sobre la sefial de las AFB1 y
AFG1 a 100 pg/L.

En la Figura 6 se representa un cromatograma con las sefales de las diferentes
aflatoxinas en matriz a una dilucion 1:4 (v/v). Se puede comprobar que cada aflatoxina
presenta una respuesta diferente, y asi como un tiempo de retencion caracteristico, pero

muy proximas entre si, como consecuencia de la similitud estructural de las cuatro
aflatoxinas.
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Figura 6. Cromatograma (TIC) de las aflatoxinas a 100 ng/L en matriz.

En este punto, el método de extraccion se considera optimizado, ya que se han
obtenido valores adecuados tanto de recuperaciones (entre 70 y 120 %) y de efecto
matriz. Por tanto, se procederd al validar el método de extraccion 3.

6.2. APLICACION DEL METODO A OTRAS ESPECIAS: CURCUMA

De modo paralelo al estudio del pimenton, se evalué el método desarrollado en
curcuma, otra especia muy utilizada en los ultimos afios, determinando pardmetros
como el efecto matriz o las recuperaciones. Se aplicé el mismo procedimiento de
analisis desarrollado en pimentén, con una dilucion 1:4 (v/v), a concentraciones 1, 10,
25,50 y 100 pg/L para las rectas de calibracion (Figura 7), y de 100 y 1000 pg/kg para
los fortificados.

El efecto matriz obtenido fue elevado para todos los analitos, abarcando desde -59 %
para AFB1, hasta -22 % para AFG2. Por el contrario, en pimenton, a los mismos niveles
de concentracion que la curcuma, los valores comprendian desde +1 hasta + 13 % en la
diluciéon 1:4 (vA). La linealidad de las rectas de calibrado fue adecuada, con un R?
minimo de 0,9917.

Respecto a las recuperaciones mostradas en la Tabla 13, no se obtuvieron valores
repetitivos. Para un nivel de fortificacion de 100 pg/kg, se registraron valores de
recuperacion interdia que abarcaban desde 78-138 % en una sesion, hasta 58-86 % en
otra sesion. La AFBI1 si proporciono valores repetitivos (78 y 77 %), pero no ocurrid asi
con el resto de aflatoxinas, siendo el caso mas llamativo el de AFG2, con valores de
recuperacion de 138 y 58 %.

Para el nivel de fortificacion superior 1000 pg/kg, las recuperaciones comprendian
valores interdia tan dispares como 83-93 % hasta 44-58 %. En este caso, ninguna de las
AFs mantuvo valores repetitivos de recuperacion. La AFG2 proporciond la mayor
recuperacion en la primera experiencia (93 %), y la menor recuperacion en la segunda
experiencia (44 %), del mismo modo que ocurri6 a un nivel de fortificaciéon 100 pg/kg.
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a) Recta de calibrado AFB1 en curcuma y solvente b) Recta de calibrado AFB2 en circuma y solvente
14000 16000
--o'
12000 e ° 14000 R
12000
10000
e Curcuma 10000 e Cuarcuma
« 8000 y=127.85x+265.01 .- - y=134.7x+289.93
2 R =0.9975 g £ 8000 R =0.9979 . )
"< 6000 B e Disolvente ‘< R 0 e Disolvente
y =52.195x - 157.86 » 6000
R =09917 . ..o
4000
4000 -
ROt y=67.658x - 191.86
2000 senett® 2000 R PTIaR R =0.994
° 0 O.....-...
40 50 60 70 80 90 100 110 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Concentracion de AFB1 (ug/L) Concentracion de AFB2 (ug/L)
¢) Recta de calibrado AFG1 en clircuma y solvente d) Recta de calibrado AFG2 en ciircuma y solvente
4000 2500
3500 ¥
2000 )
3000
2500 yT35.322x +119.42 _.." e Circuma o0 y=19.859x +43.847 . . ¢ Clrcuma
- R =0.9937 .. ° « R =0.9976 .-
£ 2000 L .
- o . o
< e Disolvente M o.... e Disolvente
1500 1000
1000 Y= 2221478 ¥ y=15.432x-37274
ke 500 i R =0.9965
500
0 o &
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Concentracion de AFG1 (pg/L) Concentracion de AFG2 (ng/L)

Figura 7. Rectas de calibrado de aflatoxinas en matriz circuma y en disolvente. a) AFB1, b) AFB2, ¢) AFG1, d) AFG2
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Tabla 13. Valores de recuperacion de aflatoxinas en ciircuma (%)

100 pg/kg 1000 pg/kg

AFB1 AFB2 AFGl AFG2 AFB1 AFB2 AFGl AFG2

Experiencia 78 98 136 138 89 83 83 93
1

Experiencia 77 86 71 58 58 55 53 44
2

Por lo tanto, se concluy6 que el método desarrollado en pimenton no era aplicable a
muestras de circuma, debido a los altos efectos matriz y a la imposibilidad de establecer
un rango de recuperaciones repetitivo, como consecuencia de la mala repetitividad de
este método, por lo que es necesario la realizacion de mas estudios para esta especia.

6.3. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

6.3.1. Linealidad

La linealidad se define como la capacidad de un método analitico para generar una
seflal cuya intensidad es directamente proporcional a la cantidad de un analito o
pardmetro analitico dado.*

El rango en el que se verifica dicha linealidad se denomina rango de trabajo. Fuera
del rango lineal, no se cumple dicha proporcionalidad. Este parametro se evalua
mediante el analisis de una recta de calibrado con puntos a diferentes concentraciones
de aflatoxinas.

El factor que determina la linealidad del método es el coeficiente de determinacion,
R?. Este coeficiente mide el grado de adecuaciéon a un modelo lineal; cuanto mas
cercano sea a 1, mayor relacion lineal se establece entre la sefial del analito y su
concentracion. Es recomendable un R? minimo de 0,98 para efectuar la validacion del
método.

La linealidad se puede evaluar tanto en disolvente, como en matriz. Para este trabajo
se realizo un estudio de linealidad en extracto blanco de matriz y a niveles 1, 10, 25, 50,
y 100 pg/L.

Todos estos estudios mostraron valores del coeficiente de determinacion por encima
de 0.999, lo que indica que en los rangos de concentracion estudiados 1-100 pg/L se
puede establecer una relacion lineal entre la sefial de analito y su concentracion, tanto en
disolvente como en matriz.

En la Figura 8 se muestran las rectas de calibracion y en la Tabla 14 se representan
los parametros de las rectas obtenidas.
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Figura 8. Rectas de calibrado de aflatoxinas en matriz y en disolvente. a) AFBI1, b) AFB2, c) AFG1, d) AFG2
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Tabla 14. Parametros de recta de calibracion en matriz y disolvente.

Aflatoxina Pendiente Ordenada en el R?
origen
Disolvente
AFB1 539,61 934,28 0,9946
AFB2 439,11 1181,5 0,9937
AFG1 208,65 594,17 0,9907
AFG2 120,65 90,449 0,9978
Matriz
AFB1 528,25 -34,317 0,9996
AFB2 444,29 103,88 0,9997
AFG1 244,19 229.6 0,9996
AFG2 131,65 -72,005 0,999

6.3.2. Efecto matriz

El efecto matriz, de acuerdo con la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry) es el efecto combinado
de todos los componentes de la muestra que no sean el analito en la medicion de la
cantidad. Si un componente especifico se puede identificar como causante de un efecto,
entonces este se refiere como interferencia.*!

El efecto matriz se mide comparando las pendientes de una recta del analito en
disolvente, y la recta de ese mismo analito en matriz. Una misma pendiente implica que
ambas rectas se superponen, es decir, una misma concentracion de analito en matriz y
disolvente produce una misma sefial. En el caso de que la pendiente de la recta en
matriz sea mayor, para una misma concentracion, se producira mayor sefial en matriz,
por lo que se habla de efecto matriz positivo, o exaltacion de la sefal. En el caso
contrario, si la pendiente de la recta en matriz es menor que en disolvente, a una misma
concentracion se producira menor sefial respecto al analito en disolvente, por lo que se
habla de efecto matriz negativo o supresion idnica.

Para el célculo del efecto matriz se aplica la ecuacion (2) Si % EM <+ 20 % se habla
de exaltacion de la sefial, mientras que si % EM > - 20 %, se habla de supresion idnica.

En este trabajo se prepar6 una recta en disolvente a 1, 10, 25, 50 y 100 pg/L, y una
recta de blanco de matriz siguiendo el método 3 previamente descrito. En la Tabla 12,
comentada previamente, se muestra que el efecto matriz es apenas inapreciable, siendo
todos los valores de EM (%) inferiores a 20 %.

6.3.3. Veracidad

De acuerdo con Cuadros et al.,*’ la veracidad, o recuperacion, es la proporcién de la
cantidad de analito presente o afiadido a la porcidon de ensayo, el cual es extraido y
presentado para la medida. Del mismo modo, definen la recuperacion aparente como el
valor observado (cantidad de analito) determinado por un procedimiento analitico
mediante una curva de calibracion, dividido por el valor de referencia (cantidad de
analito inicial adicionado).

Para el estudio de la recuperacion, se adiciona una cierta cantidad de analito a una
muestra a la que se le aplicard el proceso de extraccion. Esta muestra se denomina
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fortificado. Se aplica el factor de dilucion del método, y se estima la concentracion
maxima de analito en el extracto final a analizar.

Una recuperacion del 100 % implica que todo el analito adicionado o presente en la
muestra ha sido correctamente extraido de la matriz de estudio. El procedimiento de
extraccion se compone de diferentes etapas en las que se pueden producir pérdidas de
analito, con la consecuente reduccion en los valores de recuperacion. Sin embargo, el
efecto matriz puede afectar a la recuperacion, a través de su efecto en la cuantificacion a
través de la curva de calibrado.*’ Entonces se habla de recuperacion aparente,
anteriormente definida, y que es el resultado de combinar las pérdidas de analito a causa
del proceso de extraccion y del efecto matriz. Del mismo modo, los componentes de la
matriz pueden causar recuperaciones mayores del 100 %.

La Guia SANTE, de la Comision Europea, establece unos valores de recuperacion de
entre 70 y 120 % para efectuar la validacion del método.*?

El estudio de validacion realizado se llevo a cabo a niveles de fortificacion de 100 y
1000 pg/kg.

Se realizaron estudios interdia e intradia de recuperaciones. Los resultados se
muestran en la Tabla 14. Como se puede apreciar, todos los valores de recuperacion
estan en el rango 70-120 %. En el caso de andlisis intradia, los dos niveles de
fortificacion proporcionan valores de recuperacion muy similares. En el caso de los
analisis interdia, las recuperaciones son ligeramente mas cercanas al 100 % en el nivel
de fortificacion inferior 100 pg/kg.

Tabla 15. Estudio de recuperaciones intradia e interdia.

Rec (Intradia)? Rec (Interdia)®
Aflatoxina 100 pg/kg 1000 pg/kg 100 pg/kg 1000 pg/kg
AFB1 87 84 82 77
AFB2 84 83 88 77
AFG1 77 88 86 79
AFG2 74 79 77 75
in=5
b n=5

6.3.4. Precision

La precision de un método analitico se define como la variacion del resultado en un
conjunto de medidas replicadas. Se puede expresar como RSD.*!

De acuerdo con la Guia SANTE, la precision se debe de expresar como % RSD,
siendo el criterio de validacion RSD (%) < 20 %. La precision expresada como
desviacion estandar relativa se calcula de acuerdo con la ecuacion (5):

RSD (%) = %d ¥ 100 Ecuacion (5)

donde sq representa la desviacion estandar de multiples medidas de recuperacion, y X
representa el valor promedio de las recuperaciones.
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La RSD por tanto indica el grado de desviacion de los resultados respecto al valor
medio de las recuperaciones. Cuanto mas proximo a 0 % sea el resultado, menor
desviacion de las recuperaciones respecto a la media, y por tanto, el método sera mas
preciso.

Como se puede comprobar en la Tabla 16, tanto en los estudios de precision intradia
como interdia se obtuvieron resultados de RSD (%) inferiores al 20 % que recomienda
la Guia SANTE. En el caso del andlisis intradia, para un nivel de fortificacion inferior,
el % RSD no excedié del 19% (AFG2), mientras que el valor méximo para el nivel
superior de fortificacion fue de un 12% (AFG2).

Respecto a los analisis interdia, a un nivel de fortificacion inferior de 100 pg/kg se
obtuvieron resultados de precision entre 9 y 18 %, (AFG2 y AFB2, respectivamente)
mientras que en el nivel superior entre 7y 11 % (AFG2 y AFBI, respectivamente).

Los valores de precision son por tanto satisfactorios con los requisitos para la
validacion. (RSD (%) < 20 %).

Tabla 16. Estudio de precision intradia e interdia. (% RSD).

% RSD (Intradia)? % RSD (Interdia)®
Aflatoxina 100 pg/kg 1000 pg/kg 100 pg/kg 1000 pg/kg

AFB1 11 10 17 11

AFB2 8 9 18 8

AFG1 8 9 17 9

AFG2 19 12 9 7
An=5
bn=5

6.3.5. Limite de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccion (LOD, limit of detection) se define como la minima cantidad
de analito que puede producir una sefal distinguible de la sefial del ruido. Por su parte,
el limite de cuantificacion (LOQ, limit of quantification), se define como la minima
cantidad de analito que puede cuantificarse con repetitividad y veracidad aceptable. Para
el calculo del LOD y LOQ existen multiples criterios. En este trabajo se ha seguido el
método de la regresion lineal, aplicando las ecuaciones (6) y (7)

LOD = 3 %‘1 Ecuacion (6)
LOQ = 10 * %‘1 Ecuacion (7)

donde m es la pendiente de la recta de calibracién a concentraciones cercanas al
LOD/LOQ, y s es la desviacion estandar de la respuesta en la ordenada en el origen. En
el presente trabajo, ambos limites fueron determinados con rectas de calibrado a 0,5, 1,
2,5y 10 pg/L.

En la Tabla 17 se muestran los valores de LOD y LOQ calculados. El valor més
pequefio de LOD corresponde a 0,72 pg/L (AFG1), mientras que el valor mayor
corresponde a la AFB2, con 0,91 pg/L. Respecto al LOQ, el valor menor corresponde a
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AFG1, con 2,4 ug/L, mientras que el valor mayor corresponde a la AFB2, con 3,0 pg/L.
Por tanto, el menor valor de concentracion al que se puede cuantificar correctamente es
a4 ug/L.

Tabla 17. Valores de LOD y LOQ para las AFs.

m? saP LOD (ng/lL)  LOQ (ug/L)
AFB1 349,9 87,11 0,75 2,5
AFB2 254,0 77,16 0,91 3,0
AFG1 166,5 39,69 0,72 2,4
AFG2 65,21 17,34 0,80 2,7

? Pendiente de la recta de calibracion.
® Desviacion estandar de la respuesta en la ordenada en el origen.

6.3.6. Analisis de muestras reales

Con el objetivo de aplicar el método analitico desarrollado y validado, se estudi6 la
presencia de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en cinco muestras comerciales de pimenton,
de diferente procedencia y lote.

A pesar de que el método ha sido validado, es necesario establecer un control que

garantice la calidad de los resultados emitidos. Para ello, de modo rutinario en cada
analisis o tanda de analisis, es necesario:

e FEl andlisis de un blanco de matriz, para descartar la presencia de
interferencias.

e Una recta de calibrado en matriz para verificar el cumplimiento de la
linealidad del método.

e El estudio de recuperaciones a través de fortificados a diferentes niveles.

Todas las muestras comerciales de pimenton analizadas dieron un resultado negativo,
no detectandose ningtn tipo de aflatoxinas en ninguna muestra estudiada.

7. CONCLUSIONES
El presente trabajo nos permite extraer las siguientes conclusiones:

e Se ha aplicado un método de analisis de aflatoxinas B1, B2, Bl y G2 en
pimentén mediante UHPLC-QqQ-MS/MS.

e Se ha optimizado una variante del método de extraccion QUEChERS para
pimentén sin etapa de limpieza, reduciendo el coste y tiempo asociados al uso
de sorbentes.

e Se ha logrado reducir eficazmente el efecto matriz que las especias producen
debido a su complejidad composicional, aplicando diluciones del extracto.

e Son necesarios mas estudios para aplicar una metodologia similar a otras
especias como la curcuma.
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Los futuros estudios que podrian realizarse como continuacién de este trabajo son:

Aplicacion del método de determinacion de aflatoxinas a otras especias, tales
como la pimienta o la nuez moscada.

Modificaciéon del método desarrollado para validacion en ciircuma

Desarrollo de método de andlisis simultaneo de aflatoxinas y otros
contaminantes de origen bioldgico en pimenton u otras especias.

Estudio de la degradacion de las aflatoxinas en pimenton a lo largo del tiempo,
tras su fortificacion
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9. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AFs: Aflatoxinas (aflatoxins)

CAS: Chemical Abstracts Service.

dSPE: Extraccion en fase solida dispersiva (dispersive solid phase extraction)

EC: Comision Europea (European Comission)

EEA: Espacio Economico Europeo (European Economic Area)

ESI: Electronebulizacion (electrospray)

ESI+: Ionizacién por electronebulizacion en modo positivo (Positive mode electrospray
ionisation)

EU: Union Europea (European Union)

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (Food
and Agriculture Organization)

FD: Detector de fluorescencia (fluorescence detector)
GCB: Carbon negro grafitizado (graphitized carbon black)
HBYV: Virus de la Hepatitis B (Hepatitis B virus)

IUPAC: Unioén Internacional de Quimica Pura y Aplicada (International Union of Pure
and Applied Chemistry)

LOD: limite de deteccion (/imit of detection)

LOQ: limite de cuatificacion (limit of quantification)

LRMS: Espectrometria de masas de baja resolucion (low resolution mass spectrometry)
LSD: Dietilamida de 4cido lisérgico (/ysergic acid diethylamide)

MS: Espectrometria de masas (mass spectrometry)

PSA: Amina primaria secundaria (primary secondary amine)

PVDF: Polifluoruro de vinilideno (Polyvinylidene fluoride)

Q: Cuadrupolo simple (single quadrupole),

QqQ: Triple cuadrupolo (triple quadrupole)

RSDr: desviacion estandar relativa ( relative standard deviation)

SIM: Monitorizacion de iones seleccionados (Selected lon Monitoring)
ToF: Tiempo de vuelo (time of flight)

UHPLC-QqQ-MS/MS: Cromatografia de liquidos de ultra alta eficacia acoplada a
espectometria de masas de triple cuadrupolo (ultra high performance liquid
chromatography coupled to triple quadrupole mass spectrometry)

WHO: Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization)
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