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1. PRESENTACION

El Master Universitario Oficial “Residuos de plaguicidas y contaminantes. Control
alimentario y ambiental”, curso 2010-2011, consta de 60 créditos ECTS y se estructura en 5
madulos, siendo los tres primeros de contenido tedrico, el cuarto de caracter practico y el quinto
corresponde a la elaboracion, redaccion y defensa del Trabajo Fin de Master, con el que se opta
al Titulo de Master.

El contenido de los modulos se describe brevemente a continuacion:

MODULO | - PLAGUICIDAS

Consta de las siguientes asignaturas:

Plaguicidas. Aplicaciones y tendencias (3 creditos, cursada)
Politicas de seguridad alimentaria (3 créditos, cursada)

Registro de plaguicidas (3 créditos, cursada)

A wnp e

Formulaciones de plaguicidas. Liberacion controlada (3 créditos, cursada)

Con este mddulo se ha adquirido una vision general sobre el conjunto de politicas, leyes,
normas Yy decretos que se aplican al control de residuos de plaguicidas. Se han adquirido
conocimientos sobre tipos, aplicaciones y formulaciones de liberacion controlada de plaguicidas
teniendo en cuenta su eficacia y su respeto por el medio ambiente. Por otra parte, se han
adquirido conocimientos sobre los objetivos y procedimientos a seguir para el registro de

plaguicidas, considerando el marco normativo y administrativo de Espafia y Europa.

MODULO Il - CONTAMINANTES
Consta de las siguientes asignaturas:

1. Calidad y trazabilidad alimentaria (3 créditos, cursada)
2. Contaminantes. Significacion alimentaria y ambiental (3 créditos, cursada)
3. Contaminacion y remediacion de suelos (3 créditos, cursada)

En este mddulo se han estudiado los sistemas de gestidn de la calidad y seguridad alimentaria,
asi como el marco legislativo relacionado, haciendo hincapié en el fraude alimentario y sistemas

de trazabilidad alimentaria. Ademas se han abordado aspectos de toxicologia general,
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alimentaria y ambiental. Se ha proporcionado una vision sobre los contaminantes que mas
inciden sobre el suelo y los diferentes métodos y técnicas para la prevencion de la

contaminacion, asi como para la remediacion de suelos contaminados.

MODULO |11 - GESTION DE LABORATORIOS

Consta de las siguientes materias:

1. Muestreo. Preparacion de muestras ( 3 créditos, cursada)
2. Tratamiento de datos analiticos. Control de calidad (3 créditos, cursada)

3. Gestion de la calidad en laboratorios ( 3 créditos, cursada)

En este mddulo se estudian los requisitos basicos del muestreo, como disefiar un plan de
muestreo, estimacién de la incertidumbre asociada a dicha etapa y la legislacion relacionada.
Ademas se han evaluado las distintas técnicas relacionadas con el tratamiento de muestra.

Se han expuesto los tipos de tratamientos de datos analiticos y sus aplicaciones a situaciones
reales, asi como las normas de calidad y de acreditacion, ademas de las buenas précticas de

laboratorio y auditorias, poniendo especial énfasis en la norma ISO 17025.

MODULO IV - EXPERIMENTACION EN TECNICAS CROMATOGRAFICAS
Consta de las siguientes asignaturas:

1. Espectrometria de masas (3 créditos, cursada)
2. Exposicion a plaguicidas (3 créditos, cursada)
3. Experimentacion en técnicas cromatograficas (9 créditos, cursada)

En este mddulo se han adquirido conocimientos sobre los fundamentos de la técnica de
espectrometria de masas y los distintos tipos de fuentes de ionizacion, analizadores y modos de

operacion.

Se estudiaron las metodologias analiticas para la evaluacidn de riesgos de exposicion humana

a plaguicidas como consecuencia de su aplicacion en cultivos intensivos.

La dltima asignatura ha sido de caracter experimental. Se estudian las técnicas

cromatograficas de gases y de liquidos, asi como el acoplamiento con fluorescencia y
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espectrometria de masas, evaluando las ventajas que ofrece este modo de deteccion ante otros

detectores convencionales.

MODULO V — TRABAJO FIN DE MASTER (15 CREDITOS)

El trabajo Fin de Master titulado: “Determinacion de glicoalcaloides: a-solanina y a-
chaconina mediante cromatografia de liquidos de ultra presion acoplada a espectrometria de
masas de triple cuadrupolo” se ha realizado en el Grupo de Investigacion “Quimica Analitica
de Contaminantes” perteneciente al Departamento de Hidrogeologia y Quimica Analitica de la
Universidad de Almeria. Dicho trabajo se encuentra encuadrado dentro de la linea de
investigacion: Métodos analiticos para residuos y contaminantes organicos en muestras
alimentarias, ambientales y bioldgicas mediante técnicas cromatograficas acopladas a

espectrometria de masas.

En el desarrollo de este trabajo de investigacion se han adquirido habilidades y conocimientos
para:
e Buscar informacion y legislacion relacionada a la temaética del trabajo cientifico desarrollado.
e Evaluar los distintos pardmetros involucrados en la extraccion de glicoalcaloides.
e Validar métodos de cromatografia de liquidos de ultra presion acoplada a espectrometria de
masas en tdndem de triple cuadrupolo (UHPLC-MS/MS).

Cabe mencionar finalmente que la realizacién de las asignaturas cursadas en el Master, asi
como el desarrollo del Trabajo Fin Master, me han permitido adquirir determinadas
competencias, como, capacidad de planificacién y organizacion basadas en criterios de calidad
y eficacia, siendo éstas fundamentales tanto para la consolidacion de la formacion cientifica
como para el desarrollo profesional.
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Il. MEMORIA CIENTIFICA

1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION DEL ESTUDIO

Los glicoalcaloides son compuestos metabdlicos secundarios que producen algunas plantas en
respuesta a situaciones de estrés o defensa. Se pueden encontrar en patatas, tomates y
berenjenas, originando un problema sanitario si la concentracion ingerida supera unos valores

concretos.

Su presencia se conoce desde 1918, cuando Harris y Cockburn informan sobre intoxicaciones
y muertes de humanos causados por el consumo accidental de patata con altas concentraciones
de estos compuestos®. A partir de entonces, se publican otros articulos donde se desarrollan
estudios sobre la toxicidad en humanos y animales, relacionando su ingesta con casos de

malformaciones en embriones de ratas y malformaciones a nivel esquelético [2].

El objetivo del presente estudio ha sido determinar toxicos naturales, como glicoalcaloides, a-
solanina y o-chaconina, en patata, utilizando cromatografia de liquidos de ultra presion

acoplada a espectrometria de masas en tandem de triple cuadruplo (UHPLC-MS/MS).
Para tal fin se ha procedido a:

v" Desarrollar un método de extraccion para la determinacion simultdnea de a-Solanina y a-
chaconina en patata

v Optimizar un método de UHPLC-MS/MS para la determinacion de los glicoalcaloides objeto
del estudio

v" Validar el método desarrollado

v Aplicar el método al analisis de muestras reales
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2. INTRODUCCION

Millones de personas consumen diariamente patatas, siendo el consumo de este producto
unicamente superado por el de trigo, maiz y arroz [3]. Sin embargo, la patata presenta una serie
de toxicos naturales, los glicoalcaloides, tales como la solanina y la chaconina, que le confiere
cierto sabor amargo. De hecho, si la patata se hubiera introducido hoy en dia como un nuevo
alimento, seria necesario llevar a cabo una evaluacion cuidadosa y un examen detallado de su
seguridad para decidir su idoneidad para el consumo humano, dada la presencia de estos
compuestos [4]. Sin embargo el efecto de los glicoalcaloides no se ha examinado rigurosamente
como se habria hecho si hubieran sido aditivos sintéticos. Asi, y aunque los niveles de
glicoalcaloides en las variedades comerciales no presentan, en general, ningin riesgo, hay
ciertos factores como bajas temperaturas, dafios causados por las plagas, dafios en el producto u
otros tipos de estrés, que pueden dar lugar a unos niveles elevados y toxicoldgicamente

inaceptables de este tipo de compuestos [5].

Actualmente, existe una extensa legislacion sobre la seguridad alimentaria, haciendo que los
productos que llegan a los consumidores sean inocuos para su salud y se puedan rastrear todos
los pasos de dichos alimentos desde su produccion hasta su consumo. “De la granja a la mesa”
es el principio por el cual se rigen tantas normas en nuestro pais como en el resto del mundo.
Para llevarlo a cabo, la Comision Europea plasmé sus prioridades estratégicas en el LIBRO
BLANCO SOBRE SEGURIDAD ALIMENTARIA, en el que se plantea una politica de

seguridad alimentaria basada en un planteamiento global e integrado [6].

Los problemas de intoxicaciones asociadas a los alimentos son numerosos en el mundo, por lo
que la experiencia ha demostrado que es necesario adoptar medidas encaminadas a garantizar
que los alimentos que se comercialicen sean seguros y que existan sistemas para identificar y
afrontar los problemas de seguridad alimentaria, a fin de asegurar el adecuado funcionamiento
de los mercados y proteger la salud humana [7].

Ademas de controlar todos los procesos desde que se cultiva el producto primario hasta su
comercializacion, incluyendo su transformacion, almacenamiento y transporte, es muy
importante controlar las posibles sustancias que pueden ser factor de peligro en un alimento,

entendiéndose como factor de peligro a todo agente bioldgico, quimico o fisico presente en un
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alimento o en un pienso, o toda condicion bioldgica, quimica o fisica de un alimento o un

pienso que pueda causar un efecto perjudicial para la salud [7].

Por otro lado, existe un cambio en la sociedad que ha afectado totalmente al sistema de
alimentacion en los paises desarrollados. Donde antes se consumian productos frescos con
elaborados procesos de transformacion por parte del ama de casa, ahora se consumen productos
elaborados o cuasi-elaborados que hacen méas comodo y sobre todo rapido el proceso de
cocinado [5].

De igual modo, las estructuras familiares espafiolas han cambiado, y con la incorporacion de
la mujer al trabajo se buscan productos alimenticios que sean de calidad, con valores
nutricionales afiadidos y sobre todo rapidos de elaborar. Actualmente, en Espafia el consumo de
patata fresca ha disminuido mientras que ha aumentado el consumo de patata con valor afiadido,
es decir, aquella lista y preparada para cocinar, ya sean fritas, cocidas o en tortilla de patatas ya
elaborada [8].

En todas las noticias de prensa y demas medios de comunicacion, se sefiala la contaminacion
que se puede producir en los alimentos como consecuencia de las practicas realizadas sobre los
mismos, como pueden ser, plaguicidas para proteger el cultivo o aditivos para conservar mas
tiempo o para mejorar alguna de sus propiedades. Pero, en pocas ocasiones, se sefiala el riesgo
de consumir alimentos con sustancias toxicas inherentes a él. Aunque los consumidores poseen
mucha informacion acerca de la elaboracion de los alimentos que compran, existe una gran
desconfianza en ellos, comprobandose que existen tres grandes preocupaciones en los

consumidores asociados a la produccion alimentaria [9]:

-La importancia para la salud de las sustancias que se afiaden intencionadamente a los alimentos
y que pueden quedar en ellos como residuos.

-El peligro de las sustancias toxicas presentes en alimentos por causas naturales (el que nos
ocupa en esta linea de investigacion).

-El efecto que los métodos de conservacion pueden tener sobre el valor nutricional y salubridad

de los alimentos.

Todos los alimentos pueden contener sustancias que pueden producir alguna enfermedad y su

toxicidad solo va a depender de la dosis en la que se ingiera [10].
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La toxicidad de los alimentos tiene su origen en fuentes fisicas, microbioldgicas y quimicas.
Dentro de las sustancias quimicas que se pueden detectar en los alimentos y que pueden ser

toxicas o provocar una alteracion en los mismos, se pueden diferenciar las siguientes [11]:

Téxicos naturales
Contaminantes
Aditivos

A e

Coadyuvantes tecnoldgicos
Asi, estas sustancias pueden encontrarse en los alimentos debido a la propia constitucion
natural del alimento, debido a la contaminacion ambiental, o bien son sustancias afiadidas

voluntariamente con alguna finalidad concreta.

2.1. La patata: El impacto de la patata en la cultura

La patata (Solanum tuberosum L.) o “la papa” pertenece a la familia de las solanéaceas. La
parte comestible, el tubérculo, son tallos carnosos modificados que se originan en el extremo de
los estolones y fue el primer cultivo de raiz que se convirtio en alimento béasico de una
civilizacion, los incas. Aunque éstos también producian maiz, algodon y lana de llama, y
contaban con sofisticados sistemas de riego, elaboracion de alimentos y tecnologias de
almacenamiento, dependian de la capacidad de la patata para darse en todas las zonas

cultivables de la dura regién de los altiplanos andinos en América del Sur [12].

Esas caracteristicas iban a cambiar la dieta alimentaria y la historia europea profundamente.
Ya el escritor aleman Glinter Grass, mencionaba que la patata, gracias a que puede cultivarse de
forma répida y barata, liberd a las masas del hambre, permitié que la clase obrera creciera mas
robusta y que mas personas que trabajaban en las granjas pudieran incorporarse a las fabricas
del siglo XIX. Las féabricas supusieron el desarrollo de una fuerte clase trabajadora que, a su
juicio, democratiz6 Europa [13].

Actualmente la patata forma parte de la alimentacién bésica de todo el mundo [14], y es el
cuarto producto de mayor produccion, tras el arroz, el trigo y el maiz, con una produccion anual
de més de 300 millones de toneladas cultivadas en todo el mundo [15], siendo aparte de China
(primer productor mundial) los paises con climas algo mas frios como por ejemplo, Alemania,

Rusia y Polonia los principales productores [9].
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Asi, la patata es uno de los pilares en nuestra alimentacion actual debido a las propiedades
nutritivas que forman parte de su composicion, en especial los hidratos de carbono y el potasio.
Actualmente, de la produccion total de patata solo el 25% se destina a consumo humano, siendo
el resto usado para la fabricacion de piensos, espesantes y madera [16].

2.2.Los glicoalcaloides en patata: Estructura quimica y generalidades

Los glicoalcaloides pertenecen al grupo de los alcaloides (un grupo muy heterogéneo), los
cuales son compuestos basicos nitrogenados (en su mayoria heterociclicos) provenientes del
reino vegetal, pero también podrian tener un origen animal (poco frecuente). Los alcaloides se
clasifican segun sus precursores moleculares, dentro de los cuales esta el grupo terpenoide que
contiene aconitos y los alcaloides esteroidales [12]. Dentro de este Gltimo grupo, se pueden
distinguir cuatro grupos de origen vegetal: veratrum, solanum, alcaloides esteroidales de
Apocynaceae Y alcaloides Buxus, siendo el segundo grupo el que se desarrolla en las plantas de

la familia de las solanéceas, teniendo su origen en precursores no nitrogenados [17].

Este tipo de alcaloides esteroidales se encuentran en las plantas en forma de glucésidos. Estos
son ésteres que resultan de la union entre el aglicon (porcién no carbohidratada, que es un
alcaloide esteroidal) y una parte carbohidratada, mediante un enlace éster, y se pueden
distinguir dos tipos de estructuras: espirosolanas (p.e. la tomatidina) y solanidinas (como la de

los glicoalcaloides) [17].

De esta forma, los glicoalcaloides se encuentran no solo en las patatas sino en otros productos
de la familia de las solanaceas como el tomate o la berenjena [17]. Son metabolitos secundarios
que la propia planta produce en respuesta a situaciones de estrés, como puede ser la temperatura

0 ataque de insectos u hongos, actuando como un insecticida sobre ellos [18].

Los glicoalcaloides estan compuestos de tres partes: una polar, que es la porcion oligosacarida
soluble en agua, integrada por un monosacarido de nimero y composicion variable unido en el
C.3, un esteroide lipofilico no polar y un heterociclo que contiene nitrégeno [19].

Son derivados de esteroides, biogenéticamente muy relacionados a los triterpenoides
tetraciclicos, del ciclopentanoperhidrofenantreno. Presentan un punto de fusion inferior a 200

°C y se encuentran frecuentemente como glucésidos del género Solanum [20].
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Los glicoalcaloides que se pueden encontrar en la patata son la a-solanina, a-chaconina,
mayoritariamente, y PB-solanina, B-chaconina, y-solanina, y-chaconina, o-solamargina y p-
solamargina en menor proporcion [17]. De todos ellos la a-solanina y a-chaconina representan
el 95% de glicoalcaloides totales en patata [21], por lo que son los que se van a determinar en

este estudio.

En relacion a la formacion de los glicoalcaloides, existen distintas teorias. Si se observa su
estructura (Figura 1), ambos compuestos tienen una parte comun, la solanidina. Existen diversas
teorias que sefialan que probablemente se diera de manera natural la sintesis en la planta de un
glicoalcaloide, la solanina (como mecanismo de defensa de la planta) y con el paso del tiempo
se formara la chaconina, siendo ésta biol6gicamente méas potente que la solanina. Sin embargo
otra posibilidad indica, que ambos glicoalcaloides se generan al mismo tiempo, para ejercer un

efecto sinérgico en la planta [22].

Por lo tanto en la biosintesis de los glicoalcaloides se sabe que [23]:

a. Los alcaloides esteroidales ocurren en las plantas como glucésidos

b. Los glicoalcaloides son sintetizados y degradados en la planta

c. Su biosintesis comienza durante la germinacion y alcanza su méaximo durante la floracion
d. Lanaturaleza y concentracion de glicoalcaloides estd determinada genéticamente

e. La cantidad se puede ver influenciada por mecanismos de temperatura, estrés, etc.
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D-Glucosa D-Galactosa

PALEY

/__ OH

OH

Solanidina

Solatriosa
L-Ramnosa

a- Solanina
Pm: 868.04 g/mol (C,sH,;NO,5)

D-Glucosa

OH

L-Ramnosa

0

D-Ramnosa

Chacotriosa

Solanidina

a- Chaconina
Pm: 852.07 g/mol(C,sH,;NO, )

Figura 1. Estructura de a-solanina y a-chaconina.
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2.3.Efecto de los glicoalcaloides

Partiendo de la frase, “la dosis hace al veneno” [24], los efectos que producen estos
compuestos estaran relacionados con la cantidad ingerida, siendo muy tdxicos para humanos y

animales a altas concentraciones.

Los efectos que producen los glicoalcaloides son, por tanto, muy variados. Entre las
principales alteraciones se pueden producir trastornos gastrointestinales a dosis media y si la
dosis es elevada, pueden producir inhibicion de la acetilcolinesterasa y efectos teratogénicos
[25], desdrdenes neuroldgicos, hemorragias en el tracto intestinal y en casos muy graves, edema

cerebral y la muerte [26].

Sin embargo también se ha observado que los glicoalcaloides de especies de Solanum podrian

ser Utiles contra la infeccion por virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y también contra las

infecciones intestinales relacionadas con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)
[27] pero son pocos los articulos que aborden este tema.

Ademas hay publicaciones donde se habla de los efectos curativos de la hierba mora debido a
su principio activo, la solanina, atribuyendo a esta planta actividad analgésica [28] y sedante, si
es aplicada por via externa. Al parecer, estas acciones las ejercen sobre las placas motrices,
narcotizando el bulbo, la médula y los cordones nerviosos, determinando paralisis en las
extremidades de los nervios sensitivos y de los motores. Ademas se le atribuyen propiedades
diaforéticas y purgantes (a bajas concentraciones). También se puede aplicar de forma externa
como ungliento para el tratamiento de heridas, herpes, artritis y contusiones [28]. Ademas hay
estudios donde se relaciona el efecto positivo de la actividad de los glicoalcaloides sobre células

cancerosas en ratas y sobre determinados tipos de herpes

2.4.Niveles toxicos de los glicoalcaloides

No existe legislacién del contenido de glicoalcaloides, pero si un gran numero de
publicaciones donde se realizan estudios de sus efectos, asi como las dosis que producen
intoxicaciones [29]. A nivel internacional, la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Agricultura y la Alimentacion (FAO) junto con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
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establecen en 1992 un valor de ingesta diaria aceptable de valores no toxicos entre 2-10 mg de

glicoalcaloides por 100 gramos de peso fresco de patata de consumo humano [30].

Los niveles de glicoalcaloides en patata van a depender de la forma de cultivo, variedad,
almacenamiento y temperatura [31] ademas se pueden ver afectados por el tratamiento culinario
al que sea sometido el producto [32]. De esta forma, los glicoalcaloides se pueden encontrar
tanto en el tubérculo (en menor cantidad) como en las hojas (en mayor cantidad) y en la céscara,
estimandose un promedio de 300-600 mg/kg en la piel de la patata, de 2000-4000 mg/kg en
brotes y de 3000-5000 mg/kg en las flores [33]. Sin embargo en las nuevas variedades
comerciales se aconseja que los niveles de glicoalcaloides se encuentren por debajo de los 200

mg/kg para patata destinada al consumo humano [34].

Generalmente, es conveniente indicar que la cantidad en la que se van a encontrar en la patata
es de 10-350 mg/kg. Siendo de 10-130 mg/kg valores normales, de 140-150 mg/kg, se detectan
sabores amargos por los que nuestro organismo rechaza su ingesta y niveles superiores a 200

mg/kg se consideran peligrosos para el ser humano [30].

De forma general, en los documentos encontrados sobre la comercializacion de la patata [35],
se sefialan las caracteristicas de la calidad de la patata, pero no se indica nada en relacién a los
contenidos de glicoalcaloides, es decir, aunque pueden resultar toxicos no estan legislados.

Ademas, hay que tener en cuenta gque la patata no se destina solo al consumo humano, sino
que existen otros sectores que la utilizan para finalidades distintas. En estos casos, no bastara la
simple inspeccion visual del consumidor para detectar posibles efectos negativos que pudieran
incidir en la presencia de glicoalcaloides, sino que seria necesario la utilizacién de metodologias

analiticas fiables para su determinacion.

Actualmente no se recoge la importancia de realizar controles de calidad méas estrictos a la

patata, lo cual es un enorme error ya que como se indicaba anteriormente:

v La presencia de glicoalcaloides debido a situaciones de estrés en la planta. Cuando
esto ocurre existen unas manifestaciones visibles en el producto que hace que sean descartadas
para su consumo (piel verde, con heridas, presencia de deformidades....). Actualmente, el

consumo de patata elaborada ha aumentado, no viendo el consumidor final la calidad de la
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patata establecida para la elaboracion de esos productos elaborados y en ocasiones los controles
de calidad son insuficientes, ya que hay que recordar que este tipo de compuestos esta siempre
en la planta y las condiciones de almacenamiento o transporte pueden incidir en un aumento de

los mismos.

v Cuando la patata presenta glicoalcaloides, en concentraciones comprendidas entre
140-150 mg/kg su sabor es amargo, por lo que no resulta atractivo para el consumidor y por lo
tanto, es rechazada (toxicidad en 200 mg/kg). Sin embargo, existen patatas con sabor amargo,
como la papa amarga, no consumida en Europa pero si en América del Sur, donde se realiza un

pre-tratamiento antes de su consumo para eliminar el contenido de glicoalcaloides [36].

v Los procesos culinarios hacen que disminuya en gran cantidad. Asi el hervido, asado,
fritura, etc., transforman el compuesto, reduciendo su toxicidad [37]. Sin embargo conviene
destacar que so6lo cuando se frien a 170 °C se asegura que se destruye una gran cantidad. En el
hervido se disminuye su cantidad y su toxicidad, pero aln se pueden detectar a concentraciones
considerables.

v Los glicoalcaloides se encuentran mayoritariamente en hojas y tallos siendo poco
probable que aparezcan en el tubérculo, ya que el contenido de glicoalcaloides decrece a medida
que nos adentramos en el mismo. Sin embargo, aunque su concentracion sea menor, no implica
su ausencia, por lo que representa un peligro y como tal, deberia ser analizado para que su

concentracion no suponga un riesgo para la salud.

Para minimizar el riesgo de presencia de este tipo de compuestos, se encuentran mejoras
genéticas para eliminar el contenido de glicoalcaloides en patata seleccionando genotipos con
bajo contenido de glicoalcaloides. Ademas, los productores de alimentos estan obligados por
ley a asegurar la inocuidad y la calidad de sus productos, sin considerar cual es el origen o la
identidad de los ingredientes [38]. Sin embargo, resulta curioso que como cita Alexander
Bonilla, (1/12/2003, Asuntos agricolas), “;Hay controles sobre los niveles de glicoalcaloides

en las papas que compramos en las ferias del agricultor o supermercados? No lo sabemos”

Por esta razon, es importante disponer de metodologias analiticas que permitan determinar de

una manera rapida y fiable este tipo de compuestos en patata.
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3. ANALISIS DE GLICOALCALOIDES

En general el andlisis de glicoalcaloides comprende los siguientes pasos:
v' Extraccion de glicoalcaloides
v Limpieza y/o preconcentracion del extracto

v" Determinacion analitica

La mayoria de los trabajos revisados determinan la presencia de los glicoalcaloides
mayoritarios, a-solanina y a-chaconina en patata, aunque en algunos, ademas, se evaltan la

presencia de glicoalcaloides minoritarios como la solasodina y solanidina [39].

3.1. Extraccion de glicoalcaloides

La finalidad del proceso de extraccion es separar y/o preconcentrar los analitos de la matriz.
La extraccion selectiva de analitos se basa en sus diferentes caracteristicas y propiedades
quimicas y fisicas, como: peso molecular, carga, solubilidad, polaridad y volatilidad.

Mayoritariamente, los métodos de extraccion de glicoalcaloides en patata se basan en poner
en contacto una determinada cantidad de muestra con una disolucion extractante. En algunas
ocasiones, se realiza un pre-tratamiento o pre-acondicionamiento de la muestra, como adicionar
algun sustancia que evite la oxidacién de los azucares, como puede ser la adicién de bisulfito
sodico (0.59/100g de muestra) [40] o utilizar nitrégeno liquido y posterior almacenamiento a -
20 °C hasta su andlisis [21].

Una vez las muestras han sido homogenizadas, se realizaria la etapa de la extraccion. En
bibliografia se recogen una gran variedad de disoluciones extractantes, tales como una
disolucion formada por una mezcla de agua: acetonitrilo: hidrégeno sulfito de sodio (100:5:0.5
v/v/im) [40]. Sin embargo, otros procedimientos de extraccion emplean como agente extractante
20 mL de acido acético (1%): metanol (70:30, v/v) [41]. Ademas, hay articulos donde se
realizan comparativas entre tres métodos de extraccion: Soxthlet, ultrasonidos y extraccion con
liquidos presurizados, utilizando previamente una solucion de extraccion formada por:
cloroformo, hexano, acetato de etilo y metanol. Los compuestos a detectar son la solasonina, [3-
2 solamargina y solamargina [42], obteniéndose los mejores resultados cuando se empleaba la

extraccion con liquidos presurizados.
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Con los procedimientos indicados previamente, se consiguen unos resultados de extraccion
adecuados de los glicoalcaloides para que puedan ser posteriormente detectados y cuantificados,
pero todos ellos requieren grandes volumenes de agente extractante, lo que produce un
encarecimiento de los andlisis, ademas de incrementar el tiempo de analisis, lo hacen también
los costes para el laboratorio, lo que ha llevado a que en los ultimos afios se desarrollen algunos
procedimientos de extraccion genéricos, que agilicen esta etapa [43], basadas en una simple
extraccion con disolvente organico como metanol, acetona o acetonitrilo y posterior inyeccion

en el sistema cromatogréfico.

Dentro de este tipo de aproximaciones, destaca la técnica QUEChERS. Sus siglas Réapido,
Fécil, Barato, Efectivo, Robusto y Seguro procedentes del inglés Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe, sefialan las principales caracteristicas de dicha técnica, permitiendo agilizar
de manera facil y econdmica el proceso de extraccion. QUEChERS es un método oficial para la
determinacion de residuos de plaguicidas en frutas y vegetales [44]. Ademas ha sido
ampliamente utilizado para la extraccion de otro tipo de compuestos en diversas matrices, como
plaguicidas en manzanas [45], pimientos y otras hortalizas [46] asi como la presencia de
antibioticos o potenciadores de crecimiento en alimentacion animal [47], entre otros, aungue

aun no ha sido evaluado para la extraccion de glicoalcaloides en patata.

El procedimiento consiste en la extraccion de una pequefia cantidad de muestra representativa
y homogénea mediante agitacion, con la misma cantidad de acetonitrilo acidificado con acido
acetico. Una ventaja de la extraccion con acetonitrilo es que éste se separa mas facilmente del
agua con la adicién de una mezcla de sales apropiadas (sulfato de magnesio anhidro y cloruro
sodico anhidro) que proporcionan una adecuada separacion de fases sin necesidad de diluir el

extracto con disolventes no polares que pueden ser toxicos [48].

Después de la centrifugacion, que proporciona una buena separacion fisica de las fases, una
alicuota de la fase organica se somete a un proceso de purificacion empleando la extraccion en
fase solida dispersiva (ASPE). Asi se afiade una pequefia cantidad de sorbente, generalmente de
PSA (amina primaria y secundaria) al extracto que se agita y se centrifuga. El sobrenadante se
puede analizar directamente o se puede concentrar para reconstituirlo en un disolvente adecuado

para su analisis.
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Aunque es un método de extraccion muy simple, cubre un amplio abanico de sustancias
activas de diferentes caracteristicas fisicoquimicas, incluyendo plaguicidas polares y apolares
[49]. La técnica ofrece una alta recuperacion, es reproducible y mas econémica que muchos
métodos tipicos de preparacion de muestras.

3.2.  Determinacion de glicoalcaloides

Para la determinacién de glicoalcaloides se pueden utilizar una gran variedad de métodos,
como los gravimétricos [50], en los que se realiza una extraccion con &cido acético diluido y
posterior precipitacion con amoniaco para su posterior determinacién por pesada, 0
colorimétricos [51], en los que se lleva a cabo una evaluacién de las coloraciones que dan los
glicoalcaloides con diferentes reactivos, como el de Marquis, formado por acido sulfurico y
formaldehido.

Entre la bibliografia consultada, ademas se recogen métodos basados en bioensayos in vivo
realizados en ratas y en conejos, donde se estudia el efecto de los glicoalcaloides sobre la accion
de la acetilcolinesterasa y los efectos teratogénicos [29].

Sin embargo en los ultimos afios se han desarrollado otros métodos analiticos, como el
método de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) [52], que se ha mejorado
mediante el desarrollo de ensayos de andlisis por electroforesis capilar con deteccién por
fluorescencia inducida por laser (imnuno-CE-LIF), demostrando que pueden ser una alternativa
a los métodos tradicionales ELISA [53]. Con la finalidad de buscar una metodologia que
reduzca los costes se han realizado ademas otras investigaciones, como el andlisis de
glicoalcaloides en patata usando biosensores enziméticos basados en iones sensibles a
transistores de efecto de campo (pH- ISFETS) [54].

Por otro lado, las metodologias basadas en cromatografia de gases (GC) no son muy
utilizadas, debido a la baja volatilidad de los compuestos (glicoalcaloides), por lo que hay que
realizar una etapa de derivatizacion previa [55]. Sin embargo, la cromatografia de liquidos (LC)
ha sido ampliamente utilizada en estos Gltimos afios, ya que por las caracteristicas de las
moléculas como la baja volatilidad, resulta idonea para la cuantificacién de este tipo de

compuestos [56].
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3.2.1. Cromatografia de liguidos

LC es una técnica que se emplea para el analisis de compuestos polares que no son facilmente
vaporizables, o que son l&biles térmicamente [57] y que por lo tanto no pueden analizarse
directamente por GC. La preparacion de derivados térmicamente estables para el andlisis por
GC supone un incremento en el tiempo de analisis y puede originar pérdidas de los compuestos

objeto de estudio, por lo que LC es una alternativa para este tipo de compuestos.

Tradicionalmente, el andlisis de estos compuestos se ha realizado mediante LC, aunque en los
ultimos afios se ha desarrollado la cromatografia de liquidos de ultra eficacia (UHPLC) [58] que
permita trabajar con fases estacionarias que poseen tamarios de particula inferiores a 3 um. Esta
reduccion del tamafio de particula, disminuye significativamente la anchura de pico, lo que
posibilita la mejora en la eficacia del proceso cromatogréfico, ya que permite trabajar a altos
flujos de fase mdvil sin pérdida de la calidad en la separacion cromatogréfica, con la

consiguiente reduccion del tiempo de analisis [59].

En LC, normalmente se emplea la modalidad de fase reserva, siendo las fases estacionarias
mas empleadas la C;g [42] usandose la Cg [60] en menor medida. En relacion a la fase movil
empleada, hay una mayor variedad pudiendo emplearse fases moviles formadas por una
disolucion acuosa de acido férmico, 0.5 % (v/v), acetonitrilo, 2-propanol, acido férmico
(94.5:5:0.5,v/viv) [42], tetrahidrofurano/agua/acetonitrilo (50:30:20, v/v/v) [54], 0 una
disolucién acuosa de acetato de amonio 3 mM y acetonitrilo [61]. Esta falta de unificacion en la
eleccion de la fase movil, se puede deber a los distintos detectores que se emplean para cada una
de los articulos encontrados.

3.2.2. Sistema de deteccion empleados para la determinacién de glicoalcaloides

Actualmente MS es una de las técnicas méas usadas para la determinacion de glicoalcaloides
en patata [62], empleando de manera general el modo de electronebulizacién (ESI) en modo
positivo [63], aungque también se pueden encontrar otros sistemas de deteccion clasicos como
UV-visible, trabajando a longitudes de onda comprendidas entre 202-214 nm [57], o deteccidn
por fluorescencia [64] (longitud de onda de excitacion de 488 nm y de emision 520 nm). En
relaciéon a MS, aunque el analizador mas empleado ha sido el triple cuadrupolo [58] se han

usado también analizadores de alta resolucién como el tiempo de vuelo (TOF) [60].
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De forma general se puede indicar que MS ha tenido un gran avance y se esta imponiendo en
los laboratorios analiticos de investigacion o de diagndstico. Ello se debe fundamentalmente a la
combinaciéon de técnicas analiticas de separacion, como los métodos cromatograficos o la
electroforesis, con MS en sus diferentes modalidades. Las cualidades de esta técnica son: alta
especificidad analitica, amplio intervalo de aplicabilidad (moléculas de bajo y alto peso
molecular) posibilidad de obtener informacidn cualitativa y cuantitativa en una Unica prueba asi
como su flexibilidad, que permite disefiar procedimientos analiticos en relativamente poco

tiempo.

Asi, una vez separadas las sustancias en el cromatdgrafo, es necesario ionizar las moléculas y
obtener iones en fase gaseosa. Este proceso tiene lugar en la fuente de ionizacién y actualmente
existen diferentes técnicas que permiten llevar a cabo dicha ionizacion [65].

Para el acoplamiento con LC, la ionizacion a presion atmosférica (API) ha tenido un gran
éxito ya sea mediante la modalidad de ESI o la denominada ionizacion quimica a presion
atmosférica (APCI) [66], siendo las mas empleadas en la mayoria de los equipos. Cuando se
emplea ESI, la muestra disuelta en un disolvente adecuado pasa a traves de un capilar metalico,
en cuya punta se aplica un potencial. Se produce una fina niebla de gotas de elevada carga y la
evaporacion del solvente hace que aumente la densidad de carga, produciéndose la desorcion en
fase gaseosa. Como se ha indicado previamente, la determinacién de glicoalcaloides se lleva a
cabo normalmente en ESI en modo positivo, debido a la estructura relativamente polar de parte

de las moléculas evaluadas (Figura 1).

En este sentido cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tdndem
(LC-MS/MS) cumple los requisitos establecidos por la Decision de la Comision 2002/657/EC
[67] en la que se indica que "los métodos basados exclusivamente en el analisis cromatografico
sin el uso de la espectrometria de masas para la deteccion no son adecuados para ser

utilizados como métodos de confirmacion”.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos

Los patrones de a-solanina (> 98%) y a-chaconina (> 98%) fueron suministrados por
Extrasynthese (Lyon Nord, Francia). El acetonitrilo y el metanol (grado HPLC) fueron
suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). El sulfato de magnesio anhidro, el acetato
sodico anhidro, el &cido acético (pureza > 97%) y el &cido formico (pureza >98%) se obtuvieron
de Panreac (Barcelona, Espafia). El acido ascorbico utilizado para evitar la oxidacion de la
patata durante el analisis es de Fluka (Steinheim, Alemania). EIl agua ultrapura fue obtenida de
un sistema de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

4.2. Materiales

Se usaron filtros de 0.20 pm de Nylon de VWR (Barcelona, Espafia) y 0.45 um GVHP de
Millipore (Irlanda) para el filtrado de los extractos de las muestras y fases moviles
respectivamente. Los cartuchos Sep-Pack SPE (Cis de 6 cc y 200 mg) adquiridos de Waters
(Milford, MA, USA) se emplearon para limpiar las muestras. Se emplearon ademas balanzas
analiticas, AB204-S y PB602S, para la pesada de patrones y muestra, una batidora/trituradora
Cutter SK-3 suministrada por Sanmic (Azkotia. Esparia) para el procesado de las muestras y un

bafio de ultrasonidos de JP Selecta (Barcelona, Espafia).

4.3. Preparacion de patrones

Se prepar6 una disolucion primaria (disolucion madre) de cada glicoalcaloide, de
concentraciones 156 y 116 mg/L de a-solanina y a-chaconina respectivamente, en metanol
(grado HPLC). Las disoluciones fueron almacenadas en frascos topacio para evitar posible
degradacion solar y almacenadas a -20°C. Posteriormente, a partir de estas se prepard una
disolucion intermedia de 5 mg/L en metanol, la cual también fue almacenada junto con las

anteriores.
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4.4. EqQuipos

Para realizar el anélisis cromatografico se emple6 un sistema ACQUITY UPLC™ (Waters,
Milford, MA, EE.UU.), utilizando una columna KINETEX Cjg (50 x 2.10 mm, 2.6 pm)
suministrada por Phenomenex (Torrance, EE.UU). La deteccion de los compuestos se realizd
empleando un espectrometro de masas de triple cuadrupolo, Acquity TQD (Waters, Manchester,
Reino Unido). Se utiliz6 una fuente ESI en modo positivo. La adquisicion de datos se realizo
mediante el software MassLynx 4.0 en conjunto con el software QuanLynx (Waters).

4.5. Analisis por UHPLC-MS/MS

El analisis cromatografico de los glicoalcaloides, a-solanina y o-chaconina, se realizd
empleando una fase movil formada por una disolucién de metanol: agua (95:5 v/v), a la que se
adicionaba &cido formico (0.01 % v/v) y 20 mM de formiato amonico (eluyente A) y una
disolucion acuosa de acido formico (0.1 % v/v) y 20 mM de formiato amoénico (eluyente B),
usando el gradiente empleado en la Tabla 1.

Tabla 1. Gradiente empleado para el analisis de los glicoalcaloides.

Tiempo (min) Flujo (mL/min) % (A) % (B)
0.0 0.25 10 90
1.0 0.25 10 90
2.5 0.25 50 50
3.0 0.25 100 0
4.0 0.25 10 90
5.0 0.25 10 90

Los glicoalcaloides fueron detectados mediante ESI en modo positivo, utilizando los
siguientes parametros: 3.0 kV de voltaje de capilar, 3 V de voltaje del extractor, 120 °C como

temperatura de la fuente, 350 °C como temperatura de desolvatacion, 50 L/h de flujo del gas de
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cono y 600 L/h de flujo del gas de desolvatacion (ambos gases fueron nitrogeno). Como gas de

colisién se empled argén, usado a una presién de 4 x 10 mbar en la celda de colision.
4.6. Procedimiento de extraccion

Los glicoalcaloides fueron extraidos mediante el empleo de un procedimiento basado en la
metodologia QUEChERS, describiéndose a continuacion: pesar 5 g de muestra previamente
homogeneizada y adicionar 5 mL de agua. A continuacion, afiadir 10 mL de acetonitrilo,
conteniendo 1% de acido acético (v/v). Agitar de manera manual la mezcla durante 1 min. A
continuacion adicionar, 4 g de sulfato de magnesio anhidro y 1 g de acetato de sodio, agitando
manualmente durante 1 min. Seguidamente centrifugar durante 5 min a 5000 rpm. Pasar el
sobrenadante por un cartucho C;g Sep-Pack, como etapa de limpieza. Finalmente tomar 10 pL

del eluato y completar con fase movil hasta 1 mL, previo a la inyeccion cromatografica de 5uL.
4.7. Muestras.

Se analizaron 10 muestras de patatas adquiridas en distintos supermercados de la provincia de

Almeria, y fueron analizadas aplicando el procedimiento previamente descrito.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion espectrométrica

Para determinar cuales son las mejores condiciones para realizar la caracterizacion
espectrométrica de los compuestos, se prepar6 una disolucion de 20 mg/L de cada uno de los
sustancias objeto de estudio, utilizando las disoluciones madre de a-solanina y a-chaconina en
metanol/agua. Ademas, se les adiciona acido férmico, (20uL), el cual ayuda a la ionizacion de
los compuestos en ESI en modo positivo. Para la caracterizacion espectrométrica, se realiza la
modificacion tanto del voltaje de cono para seleccionar las mejores condiciones para el ion
precursor, y la energia de colision para seleccionar los iones producto, mostrandose en las
Figuras 2-5 los espectros obtenidos durante el proceso de optimizacion, y en la Tabla 2 los iones

y condiciones seleccionadas para cada uno de los compuestos estudiados.

Asi, en un primer estudio realizado se llevo a cabo un barrido completo de los iones
precursores modificando el voltaje de cono, seleccionando para la a-solanina el ion m/z 868.6 y
para la o-chaconina el ion m/z 852.7. A continuacion se realiz6 la eleccion de los iones
producto, de donde se obtuvieron las tres transiciones mas intensas para el compuesto ao-
solanina, siendo la de mayor intensidad, la utilizada para la cuantificacion del compuesto, que
para este caso fue el ion m/z 98.3 y el ion m/z 398.5 con la segunda transicion mas intensa el
utilizado para la confirmacion del mismo. Mientras que para la a-chaconina, se obtuvieron
cuatro iones producto, siendo el de mayor intensidad (utilizado para la cuantificacion) el ion m/z
398.4 y el segundo de mayor intensidad y por tanto el utilizado para la confirmacion el i6n m/z
706.6
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Isabel Maria Martin Navarro Pagina 27



Determinacién de glicoalcaloides: a-solanina y a-chaconina en patata mediante UHPLC-MS/MS

001 852.70 2.42e8
. V, 155V =
[
- 2.43e8
] V, 150V oo
85470
g _855.77
i 85270 2.40e8
y V. 145V | 85370
) ﬂ\gsuo
3 | 85577 -
800 805 810 815 820 825 830 835 840 845 850 855 860 865 870 875 880 885 890 895 900
Figura 4. Espectros MS obtenidos a distintos voltajes de cono para la a-chaconina.
o Ry
100 10653
. (a0)
(0%
0wt LA L R L R L R AN R AN LARRS LA RARAN LARAS LERRS
E
0 55 c70eV 1 5187
&
5034
|
0w L L N I L I M RN L LN LA LN RARAN LARAS LARRS
@ {97
100 R Ecb65eV
T mpume i
0 \1 | nu I'
T T

IBAARERAARERARAS

Figura 5. Espectro MS/MS a distintas energias de colision para la a-chaconina

T T e T T T T P T T T e e e

Isabel Maria Martin Navarro Pagina 28



Determinacién de glicoalcaloides: a-solanina y a-chaconina en patata mediante UHPLC-MS/MS

Tabla 2. Condiciones MS/MS de los glicoalcaloides objeto de estudio.

Compuesto lon precursor | Voltaje de | lon producto | Energia de
(m/2) cono (V) (m/z) colision (eV)
722.5 75
a-Solanina 868.6 98 398.5 75
126.2 75
706.6 65
a- Chaconina 852.7 150 2005 ®
398.4 75
380.5 70
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5.2.  Optimizacion de las condiciones cromatograficas

Una vez caracterizados los compuestos objeto de anélisis y fijados los pardmetros para
trabajar en MS, el paso siguiente fue optimizar las condiciones cromatograficas. Para ello, se
realizaron estudios para elegir la fase movil adecuada, flujo y temperatura de la columna asi

como la preparacion de los viales.

5.2.1. Optimizacién de la columna cromatogréafica

En primer lugar se llevo a cabo un estudio del tipo de columna cromatografica que presentaba
mejores caracteristicas y resultados para llevar a cabo la determinacién de los glicoalcaloides.
Las columnas evaluadas fueron: Acquity UPLC BEH C;5 (100 x 2.1 mm) con 1.7 um de tamafio
de y Kinetex C18 (50x10mm, 2.6 um). Se concluyd que los resultados de sensibilidad eran
mejores con la segunda columna que con la primera y por lo tanto se eligio ésta para realizar las
posteriores experiencias. Ademas, el tamafio de particula era superior, por lo que las presiones
de trabajo eran inferiores, aunque no se observaba una pérdida significativa en la eficacia del

proceso cromatografico.

5.2.2. Optimizacién de la composicion de la fase movil

A continuacion se optimizo la composicién de la fase movil. Durante todo el procedimiento
de optimizacion se inyectdé 1mg/L de los glicoalcaloides objeto de estudio. Para ello, primero se
realizaron pruebas con las fases moviles encontradas en la bibliografia existente. En la mayoria
de ellas se empleaba acetonitrilo como disolvente organico, siendo diferente la fase acuosa
empleada. Asi se puede utilizar una fase acuosa formada por 0.5% de 4cido férmico en agua
(eluyente A) y acetonitrilo: 2 propanol: acido férmico (94.5:5:0.5, v/viv) (eluyente B) [42], o
bien, una fase madvil formada por 95% de agua, 5% acetonitrilo, 3mM de acetato amdnico,
como eluyente A y 5% agua, 95% acetonitrilo, 3mM acetato amonico para el eluyente B, [61].
Se decidio probar ésta ultima, sustituyendo el acetato amoénico por formiato amonico y cuyos
resultados se muestran en la Figura 6, donde se puede observar que las sefiales cromatogréaficas

obtenidas para los compuestos eran poco sensibles.
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Figura 6. Cromatogramas de iones totales (TICs) obtenidos al utilizar una fase movil

formada por eluyente A: 95% acetonitrilo-5% agua-3 mM y eluyente B: 95% agua, 5%

acetonitrilo, 3 mM de formiato amonico.

A raiz de estos resultados se prob6 otro tipo de fase movil, compuesta por una mezcla de
acetonitrilo y una disolucién acuosa de acido férmico (0.01 % v/v), obteniendo los resultados
mostrados en la Figura 7. Como se puede observar, no se obtuvieron sefiales adecuadas para la
determinacion de los compuestos, por lo que se decidié incrementar la cantidad de &cido
férmico adicionada al agua (0.1 %). Sin embargo, este incrementd tampoco mejoré la sefial
relativa a los glicoalcaloides, por lo que se decidio sustituir el acido férmico por formiato
amonico. Para ello se utiliz6 como fase acuosa una disolucién de formiato amonico 5 mM,
mejorando los resultados en relacion a la utilizacion de acido formico, por lo que se decidio
incrementar la concentracion de formiato amoénico (20 mM), obteniendo los resultados
mostrados en la Figura 8, observandose una mejora en la respuesta obtenida para ambos

compuestos.
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Figura 8. TICs obtenidos empleando como fase movil acetonitrilo y una disolucién acuosa

de formiato aménico 20 mM
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Tras no obtener resultados adecuados y basandonos en la bibliografia consultada en la que
también se proponia el empleo de metanol como disolvente orgénico en la fase movil [68], el
siguiente paso fue sustituir el acetonitrilo por el metanol ademas de utilizar formiato amdnico
1mM y de acido férmico (0.01 %, v/v) como sugerian otros articulos donde se realizaba un
estudio de extraccion simultanea de determinacion de pesticidas, micotoxinas y toxinas en
plantas asi como drogas veterinarias en matrices alimentarias [43], obteniendo los finalmente

los cromatogramas que se indican en la Figura 9.
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Figura 9. Cromatogramas obtenidos para (A) a-solanina y (B) a-chaconina utilizando la
siguiente fase mavil: Eluyente A: Disolucion acuosa de acido formico (0.01%) y formiato
amonico 1mM vy eluyente B: Metanol: agua (95:5, v/v) contenido 0.01% &cido formico y

1mM formiato amodnico.
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5.2.3. Optimizacion del disolvente de inyeccion.

A continuacion, se evalud el mejor procedimiento para la preparacion de los viales, previa a la
inyeccion cromatografica. Para ello se prepararon dos viales de concentracion 100 pg/L en una
mezcla de fase madvil (1:1) y en metanol, obteniendo los resultados mostrados en las Figuras 10
y 11. Al estudiar los tiempos de retencidn para cada compuesto, intensidad de la sefial y forma
de pico, se puede observar que para ambos compuestos se obtenia mejor sensibilidad cuando el
vial era preparado en fase movil, por lo que para posteriores experiencias, las muestras para su

inyeccidn se prepararon en la correspondiente mezcla de fase mavil.
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Figura 10. Cromatogramas obtenidos para una disolucion de glicoalcaloides (100 pg/L)

preparada en fase movil, (A) a-solanina y (B) a-chaconina.
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Figura 11. Cromatograma obtenido para una disolucién

preparada en metanol, (A) a-Solanina y (B) a-Chaconina.

5.2.4. Optimizacion de la temperatura de la columna

L
L

450 Tiempo (min)

de glicoalcaloides (100 pg/L)

Seguidamente se realiz6 la optimizacién de la temperatura de la columna, modificAndola entre

25 y 35 °C, mostrando los resultados obtenidos en la Tabla 3. Se puede observar que la mayor

intensidad para cada uno de los analitos de estudio se obtuvo una temperatura igual a 30 °C,

seleccionando dicha temperatura para posteriores experiencias.

Tabla 3. Influencia de la temperatura de la columna en la intensidad de los glicoalcaloides.

Temperatura (°C) Intensidad solanina Intensidad chaconina
35°C 1.51x10° 5.04 x10*
30°C 1.90 x10° 7.26 x10*
25°C 1.11x10° 4.71x10*
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5.2.5. Optimizacién del flujo de la fase movil

A continuacién se procedid a la optimizacion del flujo cromatografico, de modo que se
pudiese conocer en qué medida afecta este parametro a la forma de los picos cromatograficos,

evaluando el flujo de fase movil entre 0.20 y 0.45 mL/min.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4, en la que se puede observar que el flujo
que proporciona una mejor respuesta analitica es el de 0.25 mL/min, seleccionandolo para
posteriores experiencias. Ademas se puede indicar, que cuando se emplea dicho flujo se obtiene
una correcta elucion de los compuestos, permitiendo un tiempo de analisis inferior a 5 minutos,

y un consumo reducido de disolvente.

Tabla 4. Influencia del flujo de fase movil en la intensidad de los glicoalcaloides.

INTENSIDAD TRANSICION
FLUJO (mL/min) [ SOLANINA Tiempo (min) CHACONINA | Tiempo(min)
0.45 1.19x10° 3.88 5.01x10° 3.87
0.40 1.76 x10° 3.93 5.01 x10* 3.92
0.35 1.16 x10° 3.98 4.40 x10* 3.98
0.30 1.79 x10° 4.08 7.08 x10* 4.07
0.25 1.91 x10° 4.21 7.26 x10* 4.21
0.20 1.78 x10° 4.48 5.70 x10* 4.47

5.2.6. Optimizacién del dwell-time

El dwell time éptimo para cada glicoalcaloide fue estudiado ya que es un pardmetro
importante y necesario de optimizar, porque representa el tiempo que el analizador va a estar
adquiriendo un determinado ion, lo que influye en la sensibilidad y depende del nimero de

iones que el equipo monitorice de manera simultanea.

La influencia del dwell-time en la sefial de pico de cada compuesto, fue evaluada entre 0.005 s
y 0.100 s, mostrandose que un valor de 0.05 s proporcionaba una buena sensibilidad y forma de

pico para los compuestos objeto de estudio.
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5.3. Optimizacion del método de extraccion

Optimizado ya el proceso de separacion cromatografica se procedié al estudio del proceso de
extraccion. Para ello se aplicéd un método A (inicial) desarrollando el método QUEChERS para
lo cual, se utilizan muestras de patata (10 g) de la variedad monalisa, calibre 50/80 mm.
Después de homogenizar la muestra, se adiciona acido ascorbico (0.5g/100g patata) para evitar
la oxidacion de los compuestos presentes en la patata y posterior adicion de 10 mL de
acetonitrilo acidificado al 1 % con acido acetico y 4 g de sulfato de magnesio y 1 g de acetato
sodico anhidro, a continuacion se agitd manualmente y después se centrifugd la mezcla para su
separacion. Para realizar este procedimiento de extraccion se realizaban tres réplicas
(fortificadas a 10 mg/L) y un blanco. Las recuperaciones encontradas con este método de
extraccion (A) eran superiores al 120%, probablemente debido a la coextraccion de otras
sustancias en la muestra, por lo que se realizaron modificaciones al método A, para mejorar

dichos valores de recuperacion.

Las modificaciones realizadas al método A, fueron las siguientes:

5.3.1. Adicién de agua a la muestra antes del proceso de extraccion.

El método QUEChERS fue desarrollado para la extraccion de compuestos con alto contenido
en agua. A pesar de que la patata tiene un porcentaje en agua elevado (60% aproximadamente)
se adiciono6 un volumen de agua a la muestra previo al proceso de extraccion. Para este paso se
tomaron 5 g de patata y 5 mL de agua en un tubo de polipropileno, realizando el procedimiento
descrito anteriormente, fortificando la muestra de patata a 10 mg/L (3 réplicas). Los resultados
obtenidos al adicionar agua permiten obtener recuperaciones inferiores al 100%, como pueden

observarse en la Tabla 5.

Tabla 5. Recuperaciones obtenidas tras la adicion de agua durante el proceso de

extraccion.

COMPUESTO Recuperacion (%) DER®
a-Solanina 57.0 22.6
a-Chaconina 63.1 30.4

2 Desviacion estandar relativa (n=3)
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5.3.2. Efecto de la etapa de limpieza.

Las recuperaciones obtenidas al afiadir la etapa de adicion de agua al procedimiento inicial,
eran inferiores al 70 %. No obstante, se decidid incluir una etapa de limpieza para eliminar
distintos componentes coextraidos con los glicoalcaloides.

La etapa de limpieza estaba basada en la extraccion en fase solida (SPE) y consistia en
emplear cartuchos Cig Sepk-pack a través de los cuales se les hacia pasar el sobrenadante
obtenido tras la etapa de centrifugacion.

En primer lugar se realizaron dos pruebas donde se realizaron tres réplicas fortificadas a 5
mg/L y un blanco. Una de ellas se realizd con 10 g de patata y la otra se realizd con 5 g de
patata y 5 mL de agua. Se compararon ambas metodologias para comprobar si adn
desarrollando la etapa de limpieza los resultados seguian siendo mejores para la prueba en la
que se adicionaba agua que en la que no se realizaba esta adicion. Tras realizar los célculos se
comprobd que las recuperaciones para el ensayo realizado con los 10 g de patata sin adicion de
agua eran inferiores al 30% (datos no mostrados), mientras que para el desarrollado con 5 g de
patata y 5mL de agua, las recuperaciones tras realizar la etapa de limpieza estaban

comprendidas entre 70 y 120 %

El siguiente paso fue realizar un ensayo mas, donde se realizaron 5 réplicas fortificadas a 10

mg/L y un blanco, donde se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Efecto de la etapa de limpieza en las recuperaciones para ambos compuestos.

COMPUESTO | Recuperacion (%) | DER?

a-Solanina 74.5 16

a-Chaconina 96.0 21

2 Desviacion estandar relativa (n=5)
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5.4. Validacién del método analitico

Para estudiar la viabilidad de la metodologia propuesta, se realizé la validacion del método en
muestras de patata, estimando los siguientes parametros de validacion: efecto matriz, linealidad,

veracidad y precision, limite de deteccién y de cuantificacion.

5.4.1. Efecto matriz

Cuando se emplea ESI como técnica de ionizacion, uno de los principales problemas es la
disminucion o aumento de la sefial debido a otros componentes presentes en la matriz (efecto
matriz). Para evaluar este efecto matriz, se realizé un calibrado en disolvente (fase movil) y otro

en matriz, a distintas concentraciones (5 a 250 pg/L).

Las pendientes obtenidas en cada una de las curvas fueron comparadas y con ellas se calcul6
el efecto matriz (Tabla 7), entendido como el cociente entra ambas pendientes, asumiendo que
hay un efecto matriz significativo si dicha relacion es superior a 1.2 o inferior a 0.8, mientras

que dicho efecto matriz seria poco significativo si esta comprendido en ese intervalo.

Tabla 7. Evaluacion del efecto matriz.

Compuesto b disolvente b matriz b matriz/ b disolvente
a-Solanina 19.08 17.36 0.90
a-Chaconina 12.85 12.35 0.96

Al evaluar la relacion de pendientes, se puede ver, que no existe efecto matriz, ya que para los
valores obtenidos son de 0.90 y 0.96 para la a-solanina y a-chaconina respectivamente. Por lo
tanto para realizar el estudio de validacion seria suficiente realizar un estudio de la curva de
calibrado en disolvente. Una causa para explicar este bajo efecto matriz se puede deber a la

dilucion realizada al extracto antes de inyectar la muestra en el sistema cromatografico.

5.4.2. Linealidad

La linealidad del método fue determinada en un rango de concentraciones comprendido entre
5 y 1000 pg/L, evaluando distintas concentraciones (5, 50, 100, 250, 500, 1000 pg/L),
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mostrando en la Figura 12 los resultados obtenidos, en la que se utiliza como sefial analitica el
area de pico. Los coeficientes de determinacion fueron superiores a 0.99 tanto para el

compuesto a-solanina como para el compuesto a-chaconina.

(A). o-Solanina (B). a-Chaconina
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Figura 12. Rectas de regresion obtenidas para los glicoalcaloides.

5.4.3. Veracidad vy precisién del método

Para evaluar la recuperacion de los dos compuestos, a-solanina y a-chaconina, se tomaron
diferentes alicuotas de patata y se fortificaron con las soluciones madre a una concentracion de
10 mg/L y 5 mg/L y se procedio a su extraccion (S1). Para cada uno de los niveles se realizaron
5 replicas fortificadas y un blanco (SO), que se tuvo en cuenta para estimar los valores de
recuperacion a cada uno de los niveles, mostrando los resultados obtenidos en la Tabla 8. Se
puede observar que para los dos niveles de concentracion evaluados, se obtienen porcentajes de

recuperacion aceptables.

Para evaluar la precision del método se realizd una experiencia de repetibilidad (precision
intradia) a 5 mg/kg y 10 mg/kg, mostrando los resultados mostrados en la Tabla 8 tras realizar 5
muestras fortificadas a ambos niveles el mismo dia. De manera general se observo que los
valores de la desviacion estandar relativa (DER) eran inferiores al 22% para ambos compuestos

a los dos niveles de concentracién evaluados.
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De igual manera a 10 mg/kg se evalud la precision inter-dia, realizando repeticiones del
ensayo durante 5 dias consecutivas obteniendo DERs del 21 % y 23 % para la la a-solanina y a-

chaconina respectivamente.

Tabla 8. Valores de recuperacion para los dos niveles de fortificacion.

Compuesto/Recuperacion | 5mg/kg 10mg/kg
a- Solanina 73.2 (16)? 72.1 (19)2
a- Chaconina 80.9 (19)2 82.5 (21)?

"Desviacion estandar relativa (DER) entre paréntesis (n =5).

5.4.4. Limite de deteccion y cuantificacion

El estudio de los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ) se realizd mediante la
preparacion de disoluciones a concentraciones de 1, 5, 10, 50 y 200 pg/kg, e inyectando en el
sistema cromatografico. Los limites se determinaron como la menor concentracion de analito
para la cual la relacion sefial-ruido (S/N) era de 3 para el LD y 10 para el LQ. Los resultados
obtenidos fueron para el LD de 200 pg/kg, y para el LQ de 1 mg/kg, por lo que el método
propuesto permite la determinacion de ambos compuestos por debajo de los valores
considerados como toxicos en patata.

5.5. Aplicacion del método al andlisis de muestras reales

La metodologia analitica validada fue aplicada para la determinacion de glicoalcaloides a-
solanina y a-chaconina, en muestras de patata.

Para realizar la determinacion en muestras reales se analizaron 10 muestras de patata. Con la
finalidad de asegurar la calidad de los resultados obtenidos, al aplicar el método al analisis de
muestras reales se establecid un control de calidad interno, que consistia en los siguientes

controles:

-Analisis de una muestra fortificada antes y después de la extraccion, asi como de la misma sin
fortificar para evaluar la eficacia del proceso de extraccion, que deberia estar comprendida 70-
120%.
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-Curva de calibrado para evaluar la sensibilidad y linealidad en el rango de trabajo.

Tras realizar las etapas que se han desarrollado anteriormente, etapa de extraccion, mediante la
técnica QUEChERS y deteccion mediante el empleo de la técnica UHPLC-MS/MS, aplicadas a
muestras reales de patata, los valores obtenidos de cada uno de los compuesto a determinar en

patata: a-solanina y a-chaconina, se encuentran recogidos en la Tabla 9.

Tabla 9. Valores de a-solanina y a-chaconina en muestras reales de patata.

Concentracion mg/kg

Muestra Solanina Chaconina TOTAL

M1 52.0 45.8 95.8
M2 8.9 10.8 19.7
M3 5.0 8.8 13.9
M4 8.0 8.0 16.0
M5 4.0 6.7 10.8
M6 10.4 25.1 35.6
M7 4.3 14.2 18.6
M8 7.2 15.0 22.2
M9 8.9 18.8 27.8
M10 115 15.2 26.8

En primer lugar indicar que en ninguno de los casos analizados, el valor de glicoalcaloides, a-

solanina y a-chaconina estaban en niveles superiores a los recomendados de 200 mg/kg.

Al realizar el ensayo en muestras reales, primero se realizd un estudio visual de las
caracteristicas de cada una de las patatas a analizar. Pese a que en toda la documentacién
recogida para la elaboracion de este trabajo se establece una clara relacién entre color de la piel
del tubérculo y presencia de glicoalcaloides, en algunos trabajos se demostraba que en algunas
variedades no influye la coloracién con el contenido de éstos [12], siendo por lo tanto este

estudio visual no definitivo para la estimacion de los niveles de glicoalcaloides.

En todas las muestras existia una gran homogeneidad, de forma alargada-redondeada, sin

presencia de 0jos y una coloracion de distintos marrones. Sin embargo habia dos muestras que
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no encajaban en la descripcion anterior. Una se trataba de la muestra M1 y la otra se
correspondia con la muestra M9. En el caso de la muestra M1, se trataba de una patata vieja,
arrugada y con presencia de algunos “ojos o yemas” y su coloracién era de tonos marrones. En
el caso de la patata M9, existian evidencias visuales de la presencia de glicoalcaloides, como era
la coloracion del tubérculo, de color verdosa y poca intensidad en el color marrén y presencia

de pocas yemas.

Las muestras M1 y M9 eran los que presentaban un mayor contenido en glicoalcaloides a-
solanina y a-chaconina, sobre todo en la muestra M1. En el caso de la muestra M9, la presencia

de la coloracion verdosa puede justificar el elevado contenido en a-chaconina.

Sorprendentes fueron los resultados obtenidos para la muestra M6 y M10, debido a que
visualmente, nada hacia evidenciar que tuvieran un contenido en glicoalcaloides superiores a las
demas, sin embargo, el examen visual resulto erroneo. Por lo tanto, seria interesante profundizar
en esta linea, afin de comprobar si existe realmente relacion entre la coloracion de la piel y el

contenido de glicoalcaloides, asi como la influencia en las condiciones de almacenamiento.

La media de las otras muestras se encuentra en valores inferiores a 30 mg/kg, mientras que

para la muestra M1 y M6 se encuentra valores superiores a dicho limite.

Finalmente, en las Figuras 13 y 14 se muestran los cromatogramas obtenidos para la muestra

M1y para la muestra M7
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Figura 13. Cromatograma obtenido para la muestra M1, que contenia 52.0 mg/kg de (A)

a-solanina y 45.8 mg/kg de (B) a-chaconina
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Figura 14. Cromatograma obtenido para la muestra M7, que contenia 4.3 mg/kg de (A) a-

solanina y 14.2 mg/kg de (B) a-chaconina.
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6. CONCLUSION Y TRABAJO DE FUTURO
Las principales conclusiones del presente estudio son:

> Se ha desarrollado un método sencillo, sensible y rapido para la determinacion de o-
solanina y a-chaconina en patata. La metodologia utilizada, extraccion QUEChERS y el uso de
UHPLC-MS/MS, reduce costes y tiempo de analisis.

> El método desarrollado ha sido validado en términos de linealidad, veracidad,
precision y limites inferiores. Las recuperaciones estaban comprendidas entre 70 y 120 %, con
valores de DERs inferiores al 25 %. Los limites de cuantificacion obtenidos (1 mg/kg) permiten
la cuantificacion de a-solanina y a-chaconina a concentraciones inferiores a las consideradas

como toxicas.

> El método propuesto es capaz de extraer mas de 10 muestras en una hora y los

extractos se pueden analizar en una hora, por lo que se podria aplicar en analisis de rutina.

En relaciéon a las propuestas de futuro seria necesario analizar estos compuestos, tanto en

producto fresco para consumo directo por el consumidor, como para aquellos alimentos
preparados o alimentacién animal, que permitan asegurar la inocuidad para el consumidor final

de todos aquellos productos que contengan patata en su composicion.

Ademas, también serian convenientes incluir en el método otros glicoalcaloides, que aunque
sean minoritarios, como [-solanina, PB-chaconina, y-solanina, y-chaconina solasonina, o-

solamargina y B-solamargina, pueden también influir en la calidad del producto.
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