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RESUMEN

Las micotoxinas son sustancias toxicas producidas por los hongos filamentosos que
contaminan alimentos, durante o después de la cosecha. Durante el almacenamiento,
las micotoxinas se producen en los alimentos si se encuentra en lugares calidos y
hamedos. La mayoria de las micotoxinas son quimicamente estables y persisten al
procesamiento de los alimentos. El ser humano se encuentra expuesto a las
micotoxinas al consumir alimentos contaminados. Las micotoxinas pueden ocasionar
diferentes padecimientos incluyendo céncer, tanto en humanos como en animales.
Ademas, se producen grandes pérdidas econOmicas cuando estas sustancias
contaminan alimentos, en especial, los cereales. Se ha observado que los alimentos
llegan a encontrarse contaminados por mas de una micotoxina a la vez y que la
combinacion de éstas tiene un efecto sinérgico. Por esta razon, es importante contar
con métodos adecuados para la determinacion de micotoxinas. La Electroforesis
capilar es una técnica cuantitativa que usa un minimo de reactivos y solventes,
ademas de ser una técnica rapida que requiere una cantidad pequefia de muestra. El
objetivo de este proyecto es desarrollar y validar un método por electroforesis capilar
para la determinacion simultdnea de tres micotoxinas. En este trabajo se utilizaron
estandares de las Aflatoxina B1, Ocratoxina A y Zearalenona. Se usO un equipo
BECKMAN COULTER P/ACETM MDQ Capillary Electrophoresis System. Se variaron
las condiciones electroforéticas (buffer, concentracién, pH, asi como aditivos, tipo y
concentracion) para obtener las condiciones de analisis. Se valido el método
evaluando la selectividad, linealidad, precision, exactitud, limite de cuantificacion y
limite de deteccion. Las condiciones de analisis incluyen buffer de boratos 25 mM, pH:
9.1 con 50mM de SDS. Las sefiales se obtuvieron a 214 nm, 201 nm en detector
arreglo de diodos. Longitud del capilar 40.1 cm, d.i. 50 um, T=23°C, inyeccién por
presion por 10 s a 13 mBar para muestra y de 5 seg para el plug de buffer; un tiempo
de corrimiento de 15 min. Polaridad normal a 17KV. Los tiempos de migracién para
Aflatoxina B1, Ocratoxina A y Zearalenona fueron 4.5, 8.5 y 10 min, respectivamente.
Este método es especifico, lineal, reproducible, preciso y exacto en el intervalo de
concentraciones trabajadas para las tres micotoxinas. EI método se aplico al analisis
de muestras de maiz y se encontré contaminacion por mas de una micotoxina.

Palabras clave: Micotoxinas, Aflatoxina B1, Ocratoxina A, Zeralenona, Electroforesis
capilar.
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ABSTRACT

Mycotoxins are toxic substances produced by filamentous fungi that contaminate food,
during or after harvesting. During storage, mycotoxins are produced in food in hot,
humid places. Most mycotoxins are chemically stable and can persist after food
processing. People are exposed to mycotoxins when they consume contaminated
food. Mycotoxins can cause different conditions including cancer, both in humans and
animals. In addition, great economic losses occur when these substances contaminate
food, especially cereals. It has been observed that food can be contaminated with more
than one mycotoxin at a time and that the combination of these has a synergistic effect.
For this reason, it is important to have adequate methods for the determination of
mycotoxins. Capillary electrophoresis is a quantitative technique which uses a
minimum of reagents and solvent; it is also fast and that requires a small amount of
sample. The objective of this work is to develop and validate a method by capillary
electrophoresis for the simultaneous determination of three mycotoxins. Standards of
Aflatoxin B1, Ochratoxin A and Zearalenone were used; a Beckman Coulter PP/ACE™
MDQ Capillary Electrophoresis System was used. Electrophoretic conditions (buffer,
concentration, pH, as well as additives, type and concentration) were varied to obtain
the method. The method was validated for selectivity, linearity, precision and accuracy,
limit of quantification and limit of detection. The analysis conditions include borate
buffer 25 mM, pH: 9.1 with 50 mM SDS. Signals were obtained at 214 nm, 201 nm
using a diode array detector. Capillary: 40.1 cm, total length with 50 um i.d. T = 23°C,
injection by pressure for 10 sec at 13 mBar for sample and 5 sec for buffer plug; running
time was 15 min. Normal polarity at 17KV. The migration times for Aflatoxin B1,
Ochratoxin A and Zearalenone were 4.5, 8.5 and 10 min, respectively. This method is
specific, linear, reproducible, precise and exact in the range of concentrations here
assayed for the three mycotoxins. The method was applied to the analysis of real corn

samples and they were found contaminated by more than one.

Key words: Mycotoxins, Aflatoxin B1, Ochratoxin A, Zeralenone, capillary
electrophoresis.
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INTRODUCCION

En el marco de los Objetivos del Desarrollo Sostenible, la FAO, OMS y otros
organismos, se han propuesto eliminar la desnutricion y mal nutricion a través de
mejorar la salud alimentaria de los diferentes paises. Sin embargo, los métodos
masivos de produccion de alimentos, sobre todo cereales, ocasionan que haya
contaminacion de ellos. Es asi que la poblacion mundial esta expuesta al consumo de
alimentos contaminados por varios compuestos, entre ellos las micotoxinas. Aun
cuando se han establecido controles para prevenir el consumo de alimentos altamente
contaminados, son pocos los que se establecen en paises subdesarrollados en los

que los casos de desnutricion y falta de alimentos son mas pronunciados.

Las micotoxinas se pueden encontrar en productos como los cultivos agricolas y en
productos de nuestra dieta diaria como son: leche, queso, algunas frutas, cereales,
café, plantas medicinales y en bebidas alcohdlicas (cerveza, vino), jugos de frutas, asi
como en trigo, maiz, cebada, entre otros [Goud et al, 2018]. Segun estimaciones, 500
millones de personas de las regiones mas pobres en Africa Subsahariana, América
Latina y Asia estdn expuestas a niveles de micotoxinas que aumentan

sustancialmente la mortalidad y la morbilidad [Wild y Gong, 2015].

El consumo no intencional de micotoxinas puede llegar a causar dafios perjudiciales
a la salud en humanos, debido a que la exposicidn a pequefias y moderadas dosis de
estas micotoxinas se acumulan a través del tiempo causando efectos perjudiciales al
organismo. En estudios llevados a cabo en animales, se ha evidenciado la presencia
de dafio hepatico, alteraciones en el crecimiento y desnutricion [OMS, 2018]. La
importancia de las micotoxinas es porque en su mayoria son carcinogénicas,
mutagénicas, neurotoxicas, asi como supresores inmunoldgicos, ademas de conducir
a un déficit de crecimiento en los nifios [Adetuniji et al, 2017]. Por esta razén, el Comité
Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) establecio la Ingesta
Diaria Maxima Tolerable Provisional (PMTDI, por su siglas en inglés) para algunas
micotoxinas, con el objetivo de proteger la salud de los consumidores [Adetunji et al,
2017].

Q.F.B. Xiomara Zavala Sanchez.
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México cuenta con una gran diversidad de climas y extensa geografia lo que favorece
el cultivo de una gran variedad de productos; sin embargo, también se tienen las
condiciones favorables para que crezca una gran variedad de hongos en los alimentos
y estos, pueden ser micotoxicogénicos. Los hongos micotoxigénicos son
principalmente de los géneros Aspergillus spp., Penicillium spp. y Fusarium spp.y las
micotoxinas que producen tienen diversos mecanismos de accion para producir
efectos toxicos. Es por ello que su consumo representa un riesgo para la poblacion,
por lo que se debe contar con politicas sanitarias para esta hacerle frente a esta
problematica. En México, sOlo se cuenta con tres normas que regulan el contenido de
aflatoxinas méas no para el resto de las micotoxinas, que también son peligrosas [NOM-
247-SSA1-2008, NOM-188-SSA1-2002].

Existen alrededor de 300 micotoxinas y sélo unas cuantas han sido estudiadas por ser
las que ocasionan un mayor dafio a humanos y animales de granja. De las diversas
micotoxinas que existen, las que tienen importancia en la salud humana son: las
Aflatoxinas, la Ocratoxina A y la Zeralenona, que son las que se encuentran
contaminando los cereales de mayor consumo. Es preciso sefialar que mas de una
micotoxina puede contaminar un solo alimento de manera simultanea, dependiendo
de las condiciones en las que se encuentra el alimento y/o el cultivo. Entonces, tanto
humanos como animales de granja estan no solamente expuestos al efecto tdxico de
alguna de las micotoxinas, sino de su efecto sinérgico. Es por ello que la industria
agroalimentaria debe buscar métodos de deteccion de micotoxinas en combinacion
para ayudar a asegurar la buena calidad de los alimentos que se encuentran
disponibles [Adetunji et al, 2017, Greco,2018].

Los métodos analiticos que se requieren para la determinacién de las micotoxinas en
alimentos y/o en fluidos biolégicos, deben ser especificos y sensibles. Actualmente se
utilizan métodos por HPLC acoplado a Espectrometria de Masas 0 ensayos
inmunoenziméaticos, como en el caso de ELISA. Los métodos por HPLC/MS son los
aceptados por la AOAC, organismo que certifica la idoneidad y validez de las
metodologias analiticas empleadas; sin embargo, un equipo de HPLC/MS es muy
costoso. Por otro lado, los métodos por ELISA han demostrado ser lo suficientemente

sensibles y especificos, pero sélo se puede analizar un tipo de micotoxina a la vez.
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Entonces, se propone el uso de la electroforesis capilar para determinar las diferentes
micotoxinas de interés en este estudio. Aun cuando el equipo es costoso, cuando ya
se cuenta con él, su utilizacién es econdmica debido a la minima cantidad de reactivos
gue consume; por otro lado, es amigable con el medio ambiente ya que el uso de
solventes organicos es minimo o nulo [Alshannaq et al, 2017; Arroyo-Manzanares et
al, 2014].

Ademas de tener como atributos la sensibilidad y la especificidad, las metodologias
analiticas utilizadas en electroforesis capilar deben ser reproducibles, repetibles,
exactas y tener un intervalo de linealidad aceptable. Estos parametros son parte de la
validacion de un método, caracteristicas que debe reunir para poder ser aceptado por

organismos como la AOAC [Arroyo-Manzanares et al, 2014].

Contar con un método analitico por electroforesis capilar, que pueda usarse para la
determinacién simultanea de Aflatoxina B1, Ocratoxina A y Zearalenona, que cumpla
con todos los parametros de validacion sera de gran utilidad para conocer la calidad

de los productos agricolas que se consumen habitualmente.
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1. MARCO TEORICO

1.1. ¢, QUE SON LAS MICOTOXINAS?
Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por diferentes hongos

filamentosos pertenecientes al filo Ascomycota. Los principales géneros fungicos

causantes de contaminacion en los alimentos son: Aspergillus, Fusarium y Penicillium.
Las especies de Aspergillus y Penicillium crecen frecuentemente en alimentos y piensos
en condiciones de almacenamiento, las especies de Fusarium a menudo infectan cultivos
como el trigo, la cebada y el maiz en el campo y se propagan en la planta. En la
actualidad, se han identificado y documentado mas de 300 micotoxinas; sin embargo,
s6lo unas cuantas contaminan regularmente alimentos y piensos. Se trata de aflatoxinas
(AF), Ocratoxinas (OT), Fumonisinas, Patulina, Zearalonona (ZEA) y tricotecenos
incluyendo desoxinivalenol (DON) y toxina T-2; todas ellas ocasionan intoxicaciones

llamadas micotoxicosis [Alshannag, et al, 2017].

Es posible que las micotoxinas siempre hayan existido, pero hace apenas unas cuantas
décadas que se les consider6 un problema de salud publica y animal [Moreno, 1988].
También representan un problema econdémico ya que los piensos y alimentos
contaminados son desechados, lo que ocasiona pérdidas econdémicas y alimenticias. Los
recursos destinados hacia la investigacion, la reglamentaciéon y las aplicaciones para
resolver los problemas que ocasionan las micotoxinas, no son suficientes. Representan
una preocupacion a nivel mundial ya que ocasionan la pérdida de alrededor del 25% de
los cultivos cosechados en el mundo cada afio. Esto se traduce en pérdidas econémicas
de miles de millones de ddlares [Alshannagq, et al, 2017]. De acuerdo con el Sistema de
Alerta Réapida de la Comunidad Europea para alimentos y piensos (RASFF, por sus siglas
en inglés), los problemas de contaminacion de micotoxinas representan mas del 30% de
las diversas categorias de riesgo. Se considera la contaminacion por micotoxinas un
factor importante para la calidad de los alimentos y un factor de riesgo a la salud, debido
a que tienen fuertes efectos carcinogénicos, teratogénicos y mutagénicos y por esta

razon, puede poner en peligro la vida de humanos y animales [Li et al, 2012].
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De todas las micotoxinas, las aflatoxinas (AFs) son consideradas las mas toxicas y las
mas frecuentes en los productos agricolas, con una derrama econdmica significativa para
la agricultura. En los Estados Unidos y los paises de la Union Europea, las AF
representan una preocupacioén econémica; mientras que, en los paises en desarrollo de
Asia y Africa, las AF contribuyen a cientos de casos de carcinoma hepatocelular cada
afio. Muchas micotoxinas son dificiles de eliminar durante el procesamiento de alimentos
debido a su estabilidad frente al calor, tratamientos fisicos y quimicos. Un ejemplo de
esto, lo representa la Ocratoxina que se encuentra contaminando los granos de café que
al tostarlo se disminuye en un 80% la concentracion de toxina; esto pudiera ser favorable
dependiendo de la contaminacién de Ocratoxina que se tenga en los granos; la
nixtamalizacion puede eliminar de un 75 a un 90% de aflatoxina en el maiz [Castellanos-
Onorio et al., 2011; Learda, 2013; Martinez, 2013]. La contaminacion por micotoxinas
ocasiona pérdidas econdmicas, como la reportada en el 2017 en la industria agronémica
estadounidense del maiz debido a la contaminacion por aflatoxinas que oscilo entre US
$ 52,1 millones y $ 1,68 mil millones. Ademas, las micotoxinas son la principal causa de
rechazo para la importacion de cereales en la frontera de la Uni6on Europea de acuerdo
con el Sistema de Alerta Rapido para Alimentos y Piensos (RASFF), siendo las AF las

micotoxinas mas cominmente asociadas con las notificaciones [Alshannag, et al, 2017].

Hay muchos tipos de micotoxinas, pero las mas peligrosas para animales y humanos,
son aproximadamente 10. En la Tabla 1, se muestran las micotoxinas que entran en esta
categoria y que son interés para este trabajo. También se muestran los hongos que las
producen, algunos alimentos que contaminan y los dafilos mas comunes que producen
[Bellver, 2013].
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Tabla 1. Micotoxinas de interés, especies productoras y alimentos contaminados.

Aflatoxinas

B1,82,G1,G2

M1

Ocratoxina A

Zearalenona

Aspergillus Maiz, arroz, frutos
Flavus, secos

Aspergillus

Parasiticus

Metabolito de
aflatoxinas, B1
en mamiferos

Leche, productos
lacteos

Aspergillus Cereales, pasas, vino y
ochraceus, café

Penicilium

verrucosum

Aspergillus

carbonarius

Fusarium Cereales,
graminearum, productos a base
Aspergillus cereales

ochraceus

Tomado de [Bellver Soto, 2013]

1.1.1.- CLASIFICACION DE LA IARC.

La agencia internacional de investigacion sobre el cancer (IARC, por sus siglas en inglés)

Dafio hepatico agudo,
induccién de tumores,
disminucion de la eficacia del
sistema inmunitario,
teratogénesis, excrecién por
leche, acumulacion en tejidos

Nefropatia endémica de los
Balcanes, acumulacién en
rifién, tubo nefritis, higado y
musculo, vémitos,
teratogénesis, mutagénesis,
embriotoxicas

Sindrome estrogénico,
problemas reproductivos,
excrecion por leche junto con
sus derivados oy B —
zearalenol.

clasifica a las sustancias por su potencial carcinogénico para humanos y animales;

algunas micotoxinas se encuentran en esta clasificacion (Ver tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién de carcindgenos por la IARC.

| Grupo 1 | Cancerigeno para humanos |
Grupo 2A Probablemente cancerigeno para humanos
Grupo 2B Posiblemente carcinogénico para humanos
Grupo 3 No clasificable en cuanto a su carcinogenicidad para los
humanos.
Grupo 4 probablemente no carcinogénico para humanos
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1.2.- MICOTOXINAS DE INTERES.

1.2.1.- Aflatoxinas (AF).

Son producidas principalmente por A. flavus y A. parasiticus que estan presentes
normalmente en el suelo y diversos materiales organicos. Las cepas de A. flavus
producen solo aflatoxinas B1 (AFB1) y B2 (AFB2), y la M1 (AFM1) que es el principal
metabolito hidroxilado de la AFB1; mientras que las cepas de A. parasiticus pueden
producir AFB1, AFB2, G1 (AFG1) y G2 (AFG2). Se descubrié que la AF fue el agente
causal de la enfermedad X de los pavos que maté a 100.000 ejemplares jovenes en Gran
Bretafia en 1960. Mas tarde se presento el primer brote de aflatoxicosis que afect6 a
seres humanos en la India y que llevo a la muerte de 100 personas. En consecuencia,
las AFs se convirtieron en objeto de investigacion y actualmente son las micotoxinas de

las que se tiene mayores registros e investigaciones [Alshannaq et al, 2017].

Los hongos productores de aflatoxinas crecen en una amplia variedad de alimentos
como: cereales (maiz, arroz, cebada, avena y sorgo), cacahuates, almendras, nueces y
semillas de algoddn. La leche puede ser fuente de contaminacion de aflatoxina M1,
debido que cuando una vaca come pienso contaminado con AFB1, esta se biotransforma
por el citocromo P450 hepatico y se obtiene el hidroxilo-AFB1 que es la AFM1. La AFM1
es detectable en algunos productos lacteos como el queso, que tiene concentracion mas
alta de AFM1 que la de la leche cruda, ya que AFML1 es estable al calor, se une bien a la

caseinay no es afectado por el proceso de elaboracion del queso [Alshannagq et al, 2017].

Las AFs tienen efectos cancerigenos, teratogénicos, hepatotéxicos, mutagénicos e
inmunosupresores [Alshannaq et al, 2017]. También exhiben baja solubilidad en agua,
pero son solubles en cloroformo, soluciones acuosas de metanol, acetonitrilo 0 acetona.
Ademas, son relativamente inestables a la luz y al aire en estado puro y susceptibles a
la hidrolisis alcalina; son afectadas por amoniaco o hipoclorito de sodio (pH>10.5); termo-
resistentes y estables en un intervalo de pH entre 3 y 10; son inodoras, incoloras e

insipidas [Martinez et al, 2013].
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La estructura de la AFB esta formada por la fusion de un anillo de ciclopentanona a un
anillo lactona de la estructura cumarina, las AFG tienen un anillo lactona fusionado
[Bellver, 2013] Ver Figura 1.

La AFB1 es metabolizada por la enzima citocromo P450 y la transforma en 8,9- epoxido
(AFBO) que es una estructura muy carcinogénicay que puede unirse con mucha facilidad
a las macromoléculas, principalmente proteinas y al ADN, y esto ocasiona la formacion

de aductos que crean mutaciones genéticas y cancer [Murphy, 2006].

Hay que mencionar que la AFB1 es la mas toxica, y el orden de toxicidad respecto a las
demas aflatoxinas es: AFB1>AFG1>AFB2>AFG2.

I

Aflatoxina B1 Aflatoxina B2 Aflatoxina G1 Aflatoxina G2

Figura 1. Estructuras de las Aflatoxinas [Arroyo,2010].

1.2.2.- Ocratoxina (OT).

Esta micotoxina fue descubierta en 1965 en Sudéfrica y es producida por varias especies
de Aspergillus y Penicillium, entre ellas encontramos el Aspergillus ochraceus, el
Penicillium verrucosum. La Ocratoxina mas frecuente y que ha demostrado ser la mas

agresiva es la Ocratoxina A [Alshannaq, 2017].

El P. verrucosum puede producir OTA en condiciones frias y templadas, mientras que A.
ochraceus prefiere producirla en regiones tropicales calientes. La OTA se puede
encontrar en una gran variedad de productos agricolas como maiz, trigo, cebada, harina,
café, arroz, avena, centeno, frijoles, chicharos y piensos mixtos, se puede encontrar en
el vino y el jugo de uva [Amezqueta et al, 2009]. Esta micotoxina también puede
contaminar los productos de origen animal, como la carne y la leche, y puede encontrarse

en la leche humana [Murphy, 2006]. La OTA puede resistir altas temperaturas y es muy
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estable a los ambientes &cidos, esto significa que es muy dificil de eliminar en

condiciones de coccion [Alshannaq et al, 2017].

La OTA esta clasificada por la IARC en el Grupo 2B (posible carcinogeno humano) y es
nefrotoxica y hepatotdxica, también puede causar inmunotoxicidad, genotoxicidad,
neurotoxicidad y teratogenicidad tanto en humanos como en animales. La OTA es
soluble en grasa por lo que puede acumularse en el tejido de los animales y humanos.
La OTA presenta una vida media de eliminacién larga, con valores en el cerdo de 72-120
horas y en el hombre de 840 horas, siendo la fraccion libre la de toxina < 0,2%. Tanto la
OTA como sus metabolitos se excretan por via renal y hepatobiliar; se ha observado la
presencia de OTA en las secreciones lacteas, lo cual constituye un riesgo para el recién
nacido, afectdndolo de manera directa en su crecimiento y desarrollo futuro [Stojkovic et
al,1984; Breitholtz-Emanuelsson, 1993,]. La OTA tiene una estructura similar a la
fenilalanina, esto ocasiona que interfiera con el proceso de sintesis de proteinas debido
a que produce la inhibicion competitiva de la Phe-ARNt sintetasa. Al actuar como sustrato
de la enzima fenilalanina hidroxilasa, da lugar a un producto final, Tyr-OTA, que es
metabolizada y transformada en los metabolitos hepaticos que parecen ser los epimeros
(4R y 4S)-OH-OTA, en cuya formacion esta implicado el sistema citocromo. Se ha
demostrado que, en la formacion de estos metabolitos, principalmente el epimero Ry en
menor medida el S, participan las isoformas de P450 1A1/1A2, 2B1 y 3A1/3A2.
[Alshannaq et al, 2017; Kuiper-Goodman et al, 1989; Omar et al,1996].

N
H

pes;

& R4

Figura 2. Estructuras de Qcratoxina A y B, Ocratoxina A: R1= Cl y Ocratoxina
B: Ri=H.

1.2.3.- Zearalenona (Zea).
La Zearalenona (Fig. 3) es producida por especies de Fusarium, principalmente F.

graminearum y F. moniliforme; es una micotoxina estrogénica, que puede inducir efectos
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estrogénicos en humanos y animales . ZEA se encuentra frecuentemente en maiz, trigo,
cebada, sorgo y centeno. La produccion de ZEA es favorecida por altas condiciones de
humedad y baja temperatura. ZEA es estable bajo temperaturas normales de coccion y
se elimina bajo altas temperaturas [Alshannaq et al, 2017]. ZEA esta clasificada como un
carcindgeno del Grupo 3 por el IARC. Esta micotoxina compite con la unién a los
receptores de estrégenos (ER ay ER B) en varias especies animales, lo que resulta en
cambios y lesiones en el sistema reproductivo femenino; actla desplazando al estradiol
de su proteina de unidn uterina, provocando una respuesta estrogénica lo que ocasiona
infertilidad, hinchazon del Gtero y vulva, aumento de la reabsorcién embriologica y atrofia

de los ovarios [Alshannaq et al, 2017; Murphy et al, 2006].

CH O H,
he |
Zeralencna . -Zeralenona B -Zeralenona o -Zeralenol
OH O Hy
B -Zeralencl
HOY

H

Figura 3. Estructuras del grupo de zeralonona [Tamura, 2015].

1.3.- VIAS DE CONTAMINACION DE LOS ALIMENTOS POR MICOTOXINAS.
Las micotoxinas pueden llegar a los humanos a través del consumo directo de alimentos
contaminados o de manera indirecta, por el consumo de carne de animales que fueron

alimentados por piensos contaminados (Fig. 4).
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Figura 4. Via de contaminacion de los alimentos por micotoxinas.

La produccion de micotoxinas es dificil de controlar completamente por métodos de
prevencion y control; primero, porque son termoestables, por lo que no pueden destruirse
con las temperaturas normales de coccion de los alimentos. En segundo lugar, porque
los cultivos y/o alimentos se encuentran contaminados por mas de una micotoxina por lo
gue se observa un efecto sinérgico sobre la accién en el organismo aumentando su
toxicidad [FAO, 2018].

La tortilla se produce a través de un proceso tradicional llamado nixtamalizacion, cuya
alcalinidad parece destruir en gran parte las aflatoxinas presentes en el maiz. Se ha
demostrado gue la nixtamalizacién tradicional es capaz de destruir 85% de la aflatoxina
presente en el maiz y que 15% de aflatoxina remanente en masa no conserva sus
propiedades de fluorescencia [Pefa et al, 1995]. Otros autores reportan que del 75 al
95% del contenido de aflatoxinas en grano es destruido por la nixtamalizacién [Anguiano
et al, 2005]. Sin embargo, en otros estudios se ha reportado que la destrucciéon de
aflatoxina por nixtamalizacion parece no ser muy efectiva como se pensaba; debido a
gue un alto porcentaje del contenido original de aflatoxinas se revierte a su forma original
fluorescente en el medio acido; a un pH similar al de los acidos que se encuentran

durante el proceso de la digestion, lo que lleva a la reconstituciéon de las moléculas de
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aflatoxinas; con el consecuente riesgo que esto implica para la salud humana [Martinez
et al, 2013].

Se realiz6 un estudio para confirmar si durante el tostado de café se reducia la cantidad
de contaminacion de Ocratoxina en granos de café verde. Los granos de café verde
fueron contaminados artificialmente con una cantidad de Ocratoxina A (OTA) y mediante
la inoculacion con Aspergillus westerdijkiae; ademas, se compararon dos técnicas de
tostado diferentes, cilindro giratorio y lecho fluidizado. Los resultados indicaron que la
reduccion de OTA fue similar para los dos niveles de contaminacion: 95.1% y 97.2% con
el cilindro giratorio, y 81.3% y 79.2% con el lecho fluidizado. El tostado de cilindro giratorio
fue el proceso técnico mas eficiente para la reduccién de OTA en un café tostado oscuro
comercial (88%) [Castellanos et al, 2010].

1.4.- EFECTOS SINERGICOS DE LAS MICOTOXINAS.
Diversos estudios han comprobado el efecto sinérgico de las micotoxinas:

En el estudio realizado por Huff (1980) en pollos de engorda, se observé que la
combinaciéon de AFB1 y OTA aumentaba la mortalidad de estas aves, y que habia un

aumento en la hepatotoxicidad.

Dabrowski et al (2016) estudiaron los cambios en las subpoblaciones de linfocitos de
sangre periférica porcina inducidos por la exposicién a bajas dosis de Zearalenona (ZEA)
y Deoxinivalenol (DON). Se observéo que la combinacibn de ambas micotoxinas
disminuyo el porcentaje de CD4 Y CD8, también la exposicién a la combinacion de las
micotoxinas redujo el tamafio de las subpoblaciones CD3 e inhibieron la actividad
fagocitica de los glébulos blancos. Este estudio demostré que aun cantidades bajas de
estas micotoxinas combinadas ejerce mayor inmunosupresion que el alimento que

contiene solo una micotoxina.

Zheng et al (2018) evaluaron de manera individual y combinada la Zeralenona, la
Ocratoxina Ay el a-Zeralenol. La exposicion de las células Hep G2 condujo a la reduccion
de la viabilidad celular, el contenido de MDA, la actividad de GSH-Px y el contenido de

GSH. La exposiciéon a ZEA individual o a-ZOL condujo a reducciones significativas,
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dependientes de la dosis, en la viabilidad celular y la actividad de GSH-Px y el contenido
de GSH. Entre las micotoxinas individuales, la OTA tuvo el mayor efecto citotoxico en
las células Hep G2, seguida de a-ZOL. También observaron que la mezcla de ZEA +
OTA causo efectos negativos graves en las células Hep G2 y se mostr6 una disminucion
significativa en la viabilidad de las células Hep G2 y en los contenidos intracelulares de
GSH. De manera similar, la combinacion de ZEA + a-ZOL redujo significativamente la
viabilidad celular, la actividad de GSH-Px y el contenido de GSH en comparacién con la
ZEA individual. Se comprobo6 con este estudio que las combinaciones de micotoxinas
causan mayor citotoxicidad y dafio oxidativo que las toxinas individuales, lo que indica

que las micotoxinas tienen un efecto sinérgico.

1.5.- DETERMINACION DE MICOTOXINAS.

Actualmente se ha estudiado mas sobre los dafios y riesgos a la salud ocasionados en
animales y humanos por la exposicién a micotoxinas o el consumo de estas, ya sea de
manera directa o indirecta. Por esta razén, se han buscado métodos de determinacion
de micotoxinas, para conocer el contenido que puedan tener los alimentos. Se sabe que
las micotoxinas pueden causar una multicontaminacion en un mismo producto y esto
ocasiona el aumento de sus efectos dafiinos en seres vivos, es por eso que se debe
contar con métodos de determinacion especificos, sensibles y reproducibles. Algunos de

estos métodos utilizan las siguientes técnicas:

1.5.1.- Técnicas cromatogréficas.

La cromatografia es una técnica ampliamente utilizada para analizar muestras de
alimentos. Su principio es clave en el estudio de micotoxinas ya que es necesario la
separacion de los componentes de una muestra para su estudio. La cromatografia ha
evolucionado gracias a los avances con detectores altamente sensibles [Turner et al,
2015].

Las técnicas cromatograficas para la determinacion directa de micotoxinas se dividen en:

Q.F.B. Xiomara Zavala Sanchez.



Desarrollo y Validaciéon de un Método para la Determinacion Simultanea de tres Micotoxinas por
Electroforesis Capilar

A. Cromatografia en Capa Fina (TLC, por sus siglas en inglés).
La cromatografia en capa fina es una de las técnicas inicialmente utilizadas para la
deteccion y determinacion de micotoxinas, tiene la ventaja de analizar varias micotoxinas
de manera simultdnea [Seymour et al, 2009], pero cuenta con poca sensibilidad [Turner
et al, 2015].

B. Cromatografia liquida (HPLC, por sus siglas en inglés).

En la actualidad, la HPLC es la técnica de eleccion para muchas micotoxinas,
especialmente en investigacion, o para confirmacion de resultados positivos por ELISA.
Este tiene algunas ventajas como que es automatico, rapido y sensible; los métodos
HPLC-FLD / MS han sido aceptados y validados por la Asociacién Oficial de Quimicos
Analiticos (AOAC) y por el Comité Europeo de Normalizacion (CEN) para la
cuantificacion de las micotoxinas en los cereales [Alshannaq, 2017], pero también tiene
desventajas como el alto costo del equipo y el mantenimiento, requiere de un tratamiento
delicado de muestra [Ramos,2015]. Es muy sensible y exacto con aguellas micotoxinas
gue presentan fluorescencia natural, pero para las que no tienen como las del género
Fusarium ya que carecen de cromoéforo es necesario realizar una derivatizacioén [Turner
et al, 2009].

1.5.2.- Métodos Inmunoquimicos.

El ensayo inmunoenzimatico (ELISA) es uno de los mas utilizados para la determinacion
de micotoxinas. Este método proporciona deteccion rapida y cuantificacién de todas las
micotoxinas principales, tales como AF, AFM1, OTA, ZEA, DON, fumonisinas y toxina T-
2. ELISA puede realizarse de varias maneras, como ensayo directo, ensayo directo
competitivo y ensayo indirecto competitivo, que es el mas utilizado. Sin embargo, cuenta
con ciertas desventajas incluyendo la potencial reactividad cruzada y dependencia de
una matriz especifica. El kit solo puede identificar una sola micotoxina y se usa una sola
vez; Por lo tanto, puede ser costoso en muestras con micotoxinas multiples. Este método
esta validado por la AOAC, pero para uso con micotoxinas especificas, bajo niveles de

contaminacion especificos y el resultado debe confirmarse por cromatografia. ELISA se
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pueden obtener determinaciones cuantitativas, puede ser una buena prueba portatil
[Turner et al, 2009].

1.5.3.- Métodos rapidos.

Son métodos disefiados para poder realizarse fuera del laboratorio en los sitios de
inspeccién y en menor tiempo, con una rapida obtencion de resultados con ayuda de
instrumentos portatiles y sencillos o sin utilizar ningdn instrumento. Estos métodos
pueden proporcionar resultados cualitativos y semicuantitativos. Una desventaja de
estos métodos es que necesitan la confirmacion por métodos cuantitativos [Zheng, et al,
2006].

Un método rapido es el dispositivo de flujo lateral (LFD); esta prueba puede proporcionar
resultados semicuantitativos en menos de 10 minutos y no requiere equipo
especializado; incluye una linea de control negativo junto con las lineas de muestra en
la misma tira. Se puede encontrar de manera comercial para la deteccion de AFs, DON,
T-2 toxina, OTA, y ZEA. Su aplicacion solo es en campo para ver posible contaminacion,
su utilizacion es limitada por ser poco sensible y fiable, asi como por su alto costo
[Alshannaq et al, 2017].

1.5.4.- Otras técnicas:

Espectroscopia infrarroja.

Son técnicas rapidas y no destructivas para deteccion de micotoxinas. No requieren
preparacién de la muestra ni extraccion y dan resultados rapidamente; sin embargo,
estos métodos tienen problemas con la distribucion no homogénea de las muestras de
micotoxinas dentro de alimentos. Entre algunos ejemplos de espectroscopias IR se han
usado tanto la espectroscopia de reflectancia al IR cercano y la espectroscopia de
transmitancia al IR medio; ambas se han utilizado para la deteccion de la contaminacién

DON en trigo y maiz [Alshannaq et al, 2017].

Electroforesis capilar:
Es una técnica instrumental que separa diferentes componentes debido al movimiento o

desplazamiento diferencial de especies cargadas (iones), sustancias neutras 0 migracion
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pasiva, por atraccion o repulsion en un campo eléctrico. EI campo eléctrico es el que
provoca el movimiento de los componentes por un capilar; se puede utilizar con
moléculas con o sin carga [Desai et al, 2003]. Una ventaja distintiva de esta técnica son
los pequefios volimenes de solventes y tampones (buffers) requeridos, generando asi
pequefios volumenes de residuos. Parte de la versatilidad y la eficacia que tiene esta
técnica se debe a que combina elementos de distintas técnicas analiticas; por ejemplo,
utiliza detectores de alta sensibilidad como en la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) y el uso de capilares de silice fundida (SiO2z), como en la cromatografia
de gases (GC) [Chopin et al, 2012].

A. Historia de la electroforesis capilar.

En 1967 se empled por primera vez la electroforesis capilar, desarrollada por Hjerten
quien uso capilares milimétricos, los cuales eran rotados a través de su seccion
longitudinal para evita los efectos de la conveccién. En 1942, Martin realiz6 una
separacion de cloruro, aspartato y glutamato por isotacoforesis. Después, en 1979,
Virtanen y Mikkers desarrollaron las separaciones empleando electroforesis en capilares
de 200 pm de diametro en vidrio y teflon. En 1980, Jorgenson y Lukacs emplearon
técnicas avanzadas para la obtencion de capilares de silice fundida con didmetros de 75
um; la separacion de péptidos realizada en un capilar de silice fundida a potenciales de
20 a 30 KV en un campo de 400 a 500 V/cm refrigerados por aire, fue con lo que comenzé
la EC [Castagnino, 2000].

B. Instrumento:
El equipo utilizado en electroforesis capilar estd compuesto de un tubo capilar, dos viales
y una fuente de voltaje. Los viales contienen dos electrodos: es uno de entrada (electrodo
positivo o anodo), otro de salida (electrodo negativo o catodo) y estos contienen el
tampon de separacion; en ellos se introduciran los extremos del capilar para ser rellenado
con el buffer de separacion por diferencia de presion. Cuando ya se encuentra el capilar
lleno, el extremo de entrada del capilar se introduce en un vial de muestra, para

introducirla por inyeccidon electrocinética (campo eléctrico) por aplicacion de voltaje o
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inyeccion hidrodinamica (presion externa) mediante diferencia de presion y llevar acabo
la separacion de su contenido. El capilar cuenta con una ventana que esta acoplada a
un detector, por dicha ventana se envia la sefial de cada compuesto encontrado durante
la separacion de la muestra; estas sefales se traduciran en el sistema del equipo
mediante un software y se formaran los electroferogramas (Fig. 5) [Casado, 2014; Flores,
2015].

) Ll

J

Tampén de Muestra Tampén de
separacion 3¢ paracidon

Figura 5. Representacion del sistema de electroforesis capilar [Casado, 2014].

Los capilares usados en esta técnica son de 35 a 100 cm de largo y con diametros
internos de 50, 75 0 100 um y de 300 a 400 um de diametro externo; El capilar de silice
fundida se cubre con una capa de poliamida para darle mayor resistencia, se le puede
realizar una ventana para que a través de ella se permita el paso de la luz UV de tal
manera que la visualizacion se realiza on-line con la corrida, obteniendo
simultdneamente resultados cuantitativos en cuestion de minutos; con esta técnica es
posible separar cationes, aniones, proteinas, macromoléculas y sustancias no cargadas

en forma simultdnea [Castagnino, 2000].

C. Los buffers
En la EC hay una amplia variedad de soluciones buffer que pueden ser utilizados y

generalmente se emplean a un valor de pH con una o dos unidades alrededor de su pKa
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(Tabla 3), esto porque se obtiene una mejor selectividad en la separacion [Salazar, 2015].
El buffer que se emplea en EC debe reunir una serie de propiedades [Castagnino, 2000]:

1. Buena capacidad amortiguadora en el intervalo de pH de trabajo.

2. Baja absorbancia en la longitud de onda empleada en la deteccion.

3. Baja movilidad (para lo cual se necesita baja concentracion iénica).
En la separacién de proteinas y péptidos se utilizan los buffers zwiterionicos, tales como
tricina, CAPS, MES y Tris (ver tabla 4) [Schwartz y Guttman, 1994]. La ventaja de estos,
es su conductividad que reduce la corriente y el efecto Joule. También hay buffers que
cuentan con una preparacion especial en el medio, se les agrega sales de cloruros,
fosfatos y sulfatos, principalmente a los que van dirigidos a la separacion de proteinas
[Flores, 2015].

Tabla 3. Distintos sistemas Buffers para Electroforesis Capilar

Fosfato 2,12 (pKaz) TES 7,50
Citrato 3,06 (pKaz) Hepes 7,55
Formato 3,75 Hepps 8,00
Succinato 4 4,19 (pKaz) Tricina 8,15
Citrato 4,74 (pKaz) Glicina amida 8,20
Succinato | S5,57 (pKaz) @ Hidroclorhidrico
MES 6,15 glicilglicina 8,25
ADA 6,60 TRIS 8,30
BIS-TRIS 6,80 Bicine 8,35
propano
Pipes Pipes Morfolino 8,49 8,49
ACES 6,90 Borato 9,24
MOPSO 6,90 CHES 9,50
Imidazol 7,00 Chapso 9,60
MOPS 7,20 CAPS 10,40
Fosfato 7,21(pKaz) Fosfato) 12,32 (pKas)

Tomada de Castagnino,2000

Tabla 4. Buffers utilizados en ECZ

Fosfato 1.14-3.14
Acetato 3.76 —5.76
Fosfato 6.20 — 8.20
Borato 8.14 -10.14
- Bufferzwiterionicos
MES 5.15-7.15
PIPES 5.80 - 7.80
HEPES 6.55-8.55
Tricina 7.15-9.15
Tris 7.30-9.30

Tomada de Salazar, 2015.
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D. Movilidad Electroforética.
Es el movimiento provocado por la aplicacién de un campo eléctrico, lo que produce la
migracion del analito por su relaciobn masa/carga.
La velocidad a la que migran los analitos se le llama velocidad de migracion, y esta esta
determinada por [Cruces,1998]:

L
_Vep_ d/tm
TR,
t

= Viscosidad: la velocidad es inversamente proporcional a la viscosidad.

= Campo eléctrico: a mayor campo eléctrico mayor velocidad.

= Carga eléctrica neta de la molécula: mayor carga neta mayor velocidad.

» Tamafio de la molécula: la velocidad es inversamente proporcional al tamafio

de la molécula.

= Las velocidades son términos medibles: se calculan al dividir el tiempo de

migracion por la longitud del capilar al detector, L4 [Cruces,1998].

E. Flujo Electroosmotico.

La electroosmosis es un fenébmeno consecuencia de la carga superficial de la pared del
capilar. Los capilares de silice fundida usados en EC tienen grupos silanol ionizables en
contacto con el buffer contenido en el capilar y el grado de ionizacion se controla
principalmente por el pH del buffer [Robinson, 2006]. Los grupos silanol se cargan ya sea
positiva 0 negativamente, como anteriormente se menciond, dependiendo del pH del
buffer usado; seran positivos (Si-OH*) a pH menor a 4 o negativos a pH superior a 4
[Casado,2014].

El flujo electroosmoético (FEO) se crea al aplicar el campo eléctrico en un pH alcalino,
este generara una doble capa eléctrica entre la solucion y la pared del capilar [Salazar,
2015]; debido a que la pared cargada negativamente atrae a los iones cargados
positivamente del buffer, éstos se uniran a la pared y se creara la doble capa [Robinson,

2006]. De manera mas extensa se explica que debido a que la pared suele estar cargada
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negativamente, atrae a los cationes presentes en el buffer, formandose una capa inerte
de cationes en la pared del capilar unida a los grupos SiO-, denominada capa fina. Como
éstos cationes no son suficientes para compensar las cargas negativas de la pared, se
forma otra capa de cationes sobre la anterior, que al estar a mayor distancia se ve atraida
mas débilmente por la pared del capilar, esto ocasiona que esté menos unida, a esta
segunda capa de cationes se le denomina capa maovil [Casado,2014]. Cuando se aplica
el voltaje a través del capilar, los cationes de la fase difusa o capa movil migran en
direccion al catodo, acarreando agua con ellos. El resultado es un flujo neto de buffer en
la direccion del electrodo negativo [Robinson, 2006] (Fig. 6). Con el FEO es posible
analizar aniones, cationes y especies neutras en un solo analisis. Sin la presencia del
FEO la migracion se realizaria de solo aniones, o solo cationes sin pasar todos los
analitos por el detector. Con el FEO todas las especies pasan por el detector con el orden

de migracion de cationes, especies neutras y aniones [Salazar, 2015].

Pared del Capilar

SLEL L,

Capa fija

| I

= ‘~ =/ ' % ' / =)
--------------------------------
+ [ @ ® -
= Capa difusa de
Anodo . . .
- = - la doble capa Catodo
................................
. - . Disolucién
. _ idnicamente
= homogéneo

Figura 6. FEO representacion de la formacion de la doble capa [Flores, 2015]

F. Detectores utilizados.
Se han desarrollado una amplia variedad de detectores para la EC como: detectores de
fluorescencia, electroquimica y conductividad, pero los detectores mas usados
comercialmente son los que emplean luz ultravioleta y visible. Los detectores usan
fuentes de deuterio con filtros o deteccion con longitudes de onda seleccionadas. Las

fuentes de luz generalmente provienen de un haz de luz entre un fotodiodo de referencia
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y un microenfocado Optico en el estuche del capilar. El escaneo se realiza por un detector
gue ilumina el capilar con luz blanca dispersada y analizada a través de un policromador
por arreglo de fotodiodos. El sistema &ptico convencional puede ser empleado por una
banda espectral aislada por un monocromador colocado entre la fuente de luz y el capilar.
El escaned puede ser controlado rapidamente por un sistema computarizado que
controla el movimiento del monocromador en el rango espectral en el tiempo de
milisegundos. Este sistema de deteccion tiene como ventaja que produce menos ruido

de fondo, y mucha mas sensibilidad que otros detectores [Castagnino,2000].

Hay diferentes tipos de electroforesis dependiendo del tipo combinacion de buffer,
aditivos y pH, de las cuales se destacan dos tipos en este proyecto la electroforesis

capilar de zona y la electroforesis capilar micelar electrocinética:

e Electroforesis Capilar de Zona: el mecanismo de diferenciacion se basa en la

relacion masa/carga. Es muy importante la homogeneidad del buffer y el campo
eléctrico constante a lo largo de la longitud del capilar. Después de que es
inyectada la muestra y aplicado el voltaje los componentes se separan en zonas
[Robinson, 2006].

Inyeccion de la muestra. Detector

Figura 7. Separacion CZE (Higuera,2012).

e Electroforesis Capilar Micelar Electrocinética: en esta electroforesis se utilizan

soluciones surfactantes formadoras de micelas que permiten las separaciones.

Este tipo de electroforesis cuenta con un EOF muy regulado. Una parte importante
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de esta modalidad de EC es la formacion de micelas, por lo que se hablara de
este concepto.

Micelas: Agregados anfifilicos de moléculas conocidas como surfactantes (Tabla
5), los cuales son moléculas largas de (10 a 50 unidades de carbono) se
caracterizan por tener una cola muy larga e hidrofébica y una cabeza que
corresponde a un grupo hidrofilico. Las micelas se forman por el efecto
hidrofébico, esta es la forma para reducir la energia libre del sistema. La cola
hidrofébica no puede solvatarse en solucibn acuosa por encima de una
concentracion micelar critica porque los agregados estan completamente
formados. Los cambios fisicos tales como la tension superficial, la viscosidad y la
habilidad de dispersar la luz acomparia la formacién de las micelas [Robinson,
2006].

Detector
Inyeccion de la muestra.

t>0

Figura 8. Micelas y separacién de moléculas neutras mediante MEKC (Higuera,2012).

Tabla 5. Clases de surfactantes y sus propiedades.

SDS Aniénico 8,1x 103 62 SDS: dodecil sulfato de sodio

CTAB Catibnico 9,2x10* 170 CTAB: bromuro de cetiltrimetil amonio
BRIJ - 35 No iénico 1,0x 104 40 BRIJ 35: polioxitileno — 23- lauril éter
Sulfobetaina Zwitteriénico = 3,3 x 103 55 Sulfobetaina: N — dodecil - N-N dimetil

amonio 3-propano 1-sulfénico 4cido

G. Diferentes Aditivos:
Ademas de las soluciones buffer, existen varios aditivos que ayudan a cambiar la
selectividad de la separacion. Los aditivos pueden alterar las movilidades electroforéticas
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de los analitos permitiendo diferenciarlos, aunque originalmente hayan tenido una
movilidad electroforética idéntica.

Tabla 6. Aditivos, Tomada de Salazar, 2015.

Aditivo Funcion del aditivo
Sales inorganicas Cambios en la conformacién de proteinas.
Solventes orgénicos Disolver, modificar el FEO.
Urea Solubilizar proteinas y desnaturalizar

oligonucledtidos.
Acidos sulfénicos, reactivos Agentes de interaccion hidrofobica.
formadores de pares de iones

Surfactantes cationicos Inversion de carga en la pared del capilar.
Derivados de celulosa Reduccién del FEO.

Proveen un medio de tamizaje.
Aminas Cubren grupos silanoles libres.

1.6. La EC y las micotoxinas.

En la electroforesis capilar, las micotoxinas se separan entre si y de los compuestos de
la matriz alimentaria debido a sus cargas; después, pueden ser detectadas por
fluorescencia o absorbancia de luz UV [Piette,2005]. La EC ha sido reconocida como una
técnica de separacién adecuada que ofrece las ventajas de un desarrollo de método méas
rapido, mayor eficiencia y menor consumo de solventes y reactivos. Esta técnica es muy
prometedora para el analisis rapido de micotoxinas en los alimentos.

Se han utilizado métodos por EC para el analisis de micotoxinas: fumonisina B1 en maiz,
aflatoxinas en maiz y arroz, patulina en jugo de manzana y OTA en café, maiz y sorgo.
[GOmez et al, 2012] Algunos estudios con EC para analisis de micotoxinas son los

siguientes:

% Maragos y Michael (2007), realizaron un estudio donde evaluaron 22
ciclodextrinas por su capacidad para mejorar la fluorecencia de Zeralenona (ZEN)
en una electroforesis capilar con deteccién por fluorescencia inducida por laser.
De las CD que se examinaron, el heptakis (2,6-di-O-metil)-CD fue la que mejoré
mayormente la fluorecencia de ZEN. Este se uso en el desarrollo de un método
CE-LIF para la deteccion de ZEN en maiz. El método desarrollado fue capaz de
detectar ZEN con un limite de cuantificacion de 5 ng/g de maiz. Las

recuperaciones de ZEN a partir de maiz se dispararon en el intervalo de 5 ng/g a
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500 ng/g como promedio 103.1 = 8.5% (n = 20). Para este método se uso un buffer
de borato de sodio 20 mM, pH 8.5 con la ciclodextrina indicada en concentracion
de 2 mg/mL. El voltaje aplicado fue de 10 kV, se utilizé un capilar de 100 um i.d.,
50 cm, a una temperatura 30°C, con longitudes de onda de excitacion y emision
de 325 nm y 427 nm, respectivamente. El tiempo de analisis fue de 8 minutos.

% Arroyo et al (2010) investigaron el acoplamiento de MEKC con deteccion LIF para
la determinacion de cuatro aflatoxinas (B1, B2, G1 y G2). La determinacion se
realizd en un capilar de silice fundida (70 cm x 75 umid, 55 cm de longitud
efectiva), usando un buffer de borato 20 mM con 30 mM de SDS (pH 8,5) y 7% de
ACN. Para aumentar la sensibilidad, se aplic6é un procedimiento de
preconcentracion on-line, basado en el barrido, utilizando el mismo buffer de
separacion sin SDS como disolvente de la muestra. La precision del método fue
evaluada en términos de repetibilidad y precision intermedia y los resultados
fueron aceptables en todos los casos (DER<12%). Los LD de preconcentracion
on-line fueron més bajos que sin preconcentracién y fueron 0.11, 0.52, 0.04y 0.10
ug/L para G2, G1, B2 y B1, respectivamente. Se desarrollaron estudios de
recuperacion con extractos de muestras de arroz contaminadas de aflatoxinas,
gue se encuentran en el intervalo entre 93.0 y 105.4%.

% Gdray et al (2013), describieron un método para la determinacion de Zearalenona
por electroforesis capilar de zona. Para realizar este estudio se utilizé un buffer de
tetraborato sédico 20 mM a pH 9,0 con 15% de acetonitrilo, aplicando 15 kV,
inyectando 10 s a 50 mbar. Se uso fenobarbital como un estandar interno; se
registraron las sefales a 254 nm. Zearalenona y el estandar interno aparecieron
a 5:46 min (RSD% 0.20) y 6:35 min (RSD% 0.18), respectivamente. Los
resultados de reproducibilidad estan en el intervalo de 0.01-1.58 para inter-dia. La
linealidad se investig6 en el intervalo de 5.20 x 10" M a 7.86 x 10> M ZEA. El LD
y el LQ fueron 2.70 x 108 M (8,25 ug/L) y 8,17x108M (25 pg/ L), respectivamente.
El método se aplico con éxito al andlisis de ZEA en alimentos para aves de corral,
harina de maiz, granos y ciertas muestras de cereales como galletas fibrosas,
palomitas de maiz y arroz crujiente. Se us6 un sistema de electroforesis capilar

(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) equipado con un detector UV de
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matriz de diodos (modelo G1600 A), empleando un capilar de silice fundida de 75

um i.d. y 50 cm de longitud efectiva (Agilent, Oregon, EEUU).

1.7. VALIDACION.
Es el proceso que establece, mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas
de desempeiio del método, satisfacen los requisitos para su aplicacion analitica. En
México esté regulado por la COFEPRIS 2011, en su norma CCAYAC - 058. También se
considera a la Validation of Analytical Procedures - European Medicines Agency, AOAC
ISO 17025.

e Selectividad: Capacidad del método para diferenciar al analito de entre los

componentes de la muestra.

e Linealidad: Es la capacidad de un método analitico para dar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un intervalo
dado.

e Precision: es la cercania o grado de dispersién entre una serie de mediciones

obtenidas de multiples porciones de una misma muestra homogénea.

e Repetibilidad: Grado de coincidencia entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica varias ocasiones a diferentes porciones de una
muestra homogénea por un solo analista, usando los mismos instrumentos, bajo

las mismas condiciones en intervalos cortos de tiempo.

e Reproducibilidad: Grado de similitud entre resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de
muestra o en instrumentos diferentes, usando el mismo método en diferentes dias

y puede ser en laboratorios diferente.

e Exactitud: Esta determinada por el analisis replicado de las muestras, asi como

las cantidades del analito. debe medirse con un minimo de 5 determinaciones.
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e Limite de Cuantificacion: Es la minima concentracion a la cual el analito puede

cuantificarse con precision las condiciones experimentales establecidas.

e Limite de Deteccion: Cantidad mas baja a la cual el analito puede ser detectado

bajo las condiciones establecidas.
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2.- JUSTIFICACION

En los ultimos afos, se les ha dado mucha importancia a los métodos de determinacion
de micotoxinas. Esto es porque contaminan cultivos, piensos y alimentos, perjudicando
la calidad de los alimentos, asi como producen dafios en la salud de los individuos y
animales que consumen los alimentos contaminados. Ademas, se sabe que la
contaminacion se debe a mas de una micotoxina en el mismo producto, lo que aumenta

el riesgo a sufrir los efectos toxicos de las mismas.

México es uno de los paises que al tener una gran diversidad de climas y una extensa
geografia tiene las condiciones favorables para que sus piensos y alimentos estén
contaminados por diversas micotoxinas. Entre los estados con un gran riesgo debido a
sus amplia geografia y diversidad se encuentra Michoacan, cuya variedad de cultivos y,
en ocasiones, malas condiciones de almacenamiento, lo hace susceptible de tener

disponibles al consumidor productos contaminados.

Actualmente para la determinacién de micotoxinas, la AOAC acepta el uso de HPLC
acoplado a Espectrometria de Masas y ensayos inmunoenzimaticos ELISA. Aunque
estos métodos son los aceptados, tienen desventajas como su costo 0 su capacidad de
andlisis (solo pueden analizar una micotoxina a la vez). Para conocer el contenido de
micotoxinas que se encuentra en alimentos y piensos es necesario contar con métodos
analiticos lo suficientemente sensibles, especificos, versétiles y econémicos, por esta
razon se propone el desarrollo de un método utilizando electroforesis capilar para la
determinacién de Aflatoxina B1, Ocratoxina A y Zearalenona, micotoxinas que se

encuentran mas cominmente contaminando alimentos.
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3.- HIPOTESIS

Las micotoxinas AFB1, OTA y Zearalenona, de caracteristicas quimicas diferentes, se

pueden determinar mediante electroforesis capilar de manera simultanea

4.- OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y validar un método por electroforesis capilar, para determinar

simultdneamente Aflatoxina B1, Ocratoxina A 'y Zearalenona.

5.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Encontrar las condiciones que permitan obtener sefiales electroforéticas de cada
una de las micotoxinas estudiadas.

2. Obtener una buena resolucion entre las sefiales electroforéticas de las
micotoxinas estudiadas

3. Validar el método obtenido (selectividad, linealidad, precision, exactitud, limites de

deteccion y de cuantificacion).
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6.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

6.1. Desarrollo del Método

| Concentracion

6.2. Validacion

6 concentracion (3 micotoxinas) X 6 repeticiones X 3 Dias

ﬂ<w i1

Linealidad Repetibilidad Reproducibilidad
La Exactitud Exactitud
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7. METODOLOGIA

7.1. MATERIALES.

Se usaron estandares de las micotoxinas de interés (Sigma-Aldrich®), cuyas
propiedades se resumen en la tabla 7. Los reactivos usados fueron grado analitico:
Benzoato de sodio (LACHEMA), Tetraborato de sodio (Sigma-Aldrich®), dodecil sulfato
de sodio (Fluka AG), Hidroxido de sodio (PENTA). Los solventes fueron grado HPLC:
Metanol y Dimetil sulféxido (Sigma-Aldrich®), Acetonitrilo (Fluka).

Tabla 7. Propiedades fisicoquimicas de las micotoxinas.

AflatoxinaB1 Exhibe baja solubilidad en agua, 312.06 = ---- Absorcion UV 362
Solubles en cloroformo, soluciones

votee acuosas de metanol, acetonitrilo,
acetona
Ocratoxina A | Soluble en disolventes organicos 404 3.29 Absorcion en UV
C20H18CINO6 polares, soluciones acuosas de metanol, 215y 334
poco soluble en agua
Zearalenona Ligeramente soluble en hexano; 318.40 7.41 Absorcion en UV
16712,0s progresivamente mas soluble en 236, 274 y 316

benceno, acetonitrilo, diclorometano,
soluble en soluciones acuosas de
metanol y acetona.

7.2. INSTRUMENTACION.

El equipo usado fue BECKMAN COULTER P/ACE™ MDQ Glycoprotein Capillary
Electrophoresis System, acoplado a un detector de arreglo de diodos tanto en el
Laboratorio de Desarrollo Analitico, Divisibn de Estudios de Posgrado, Facultad de
Medicina, UMSNH, como en el Laboratorio de Electroforesis Capilar del Instituto de

Quimica Orgénica y Bioguimica de la Ciudad de Praga, Republica Checa.
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7.3. DESARROLLO DEL METODO.
7.3.1 Condiciones Electroforéticas tabla 8:

Condiciones Valores / intervalos
Longitud del capilar 40 y 60 cm
Capilar i.d. 50y 75 um
Presion de inyeccion 13 a 35 mbar
Voltaje 15 a 20 Kv
Temperatura 23a?25
Longitud de onda* 200 a 400 nm
Buffer Borato conc. 20 -25 mM, pH 8.5 - 9.1, con/sin SDS

30 a 50 Mm, con/sin ACN 7%
Fosfato 40Mm, SDS 10 mM, pH 8, sin aditivos.

*Las longitudes de onda méxima para cada micotoxina, se corroboraron usando una solucién de cada una de ellas de
200 pl, usando metanol como solvente y obteniendo los espectros en un espectrofotometro Cary 60 UV-Vis (Agilent
Technologies).

7.3.2 Buffers y soluciones:
Se utilizaron soluciones buffer de boratos cuya concentraciéon se varié de 20 a 40 mM
con un intervalo de pH de 8-9.1. Se utilizé dodecil sulfato de sodio como aditivo (SDS)

en concentraciones de 10 a 50 mM.

7.3.3. Tratamiento de los estandares y muestras:
Los estandares y muestras se mezclaron con borato de sodio, acetonitrilo y/o metanol,

para obtener las mejores sefiales.

7.4 VALIDACION DEL METODO.

La validacion del método se llevé a cabo en base a los criterios de validacion sefialados
en la norma de la COFEPRIS 2011 CCAYAC - 058, por la Validation of Analytical
Procedures - European Medicines Agency, AOAC ISO 17025.

7.4.1 Linealidad

Para evaluar la linealidad se inyectaron en el equipo seis disoluciones de OTA, ZEA y
AFB1 (Tabla 9), en metanol mas benzoato de sodio que se us6é como estandar interno.
La concentracion del benzoato varia en el calculo de linealidad para cada micotoxina:
OTA, 0.5 mM de benzoato; AFB1, 0.3 mM de benzoato; ZEA, 0.2 mM de benzoato. Las
disoluciones se prepararon por triplicado y se construyeron las curvas de calibracién a

partir de las que se obtuvieron los parametros a probar: coeficiente de determinacion
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(R?), coeficiente de correlacion (r), la pendiente de la recta (m), y el valor del intercepto

(b). Los valores de r y R, se obtuvieron con las férmulas siguientes:

L IX-B(-T)
VIX —-X)? XY -T7)?

R? = r?

Las areas bajo la curva fueron calculadas por un software llamado CLARITY (Solihull.
UK, software de estacion de datos cromatograficos con varios médulos para la

adquisicion de datos, permite el procesamiento y el control de diferentes instrumentos).

Tabla 9. Concentraciones de las soluciones de los estandares de las
micotoxinas usadas para probar la linealidad.

0.0070 0.078 0.0981
0.0140 0.156 0.1962
0.0280 0.312 0.3925
0.0560 0.625 0.785
0.1121 1.25 1.57
0.2243 2.5 3.14

7.4.2. Precision y Exactitud.

Estos parametros se calculan analizando 6 concentraciones de las soluciones de cada
una de las micotoxinas por triplicado. Se calcula la DER% en un solo dia para exactitud,
intradia (repetibilidad); y en tres dias diferentes (reproducibilidad) para precision.

7.4.3. Limite de cuantificacién y deteccidn

Para calcular ambos parametros, se calcul6 el promedio de la relacion sefal/ruido. Se
determina el limite de deteccion (LD) cuando la relacion sefal/ruido es 3:1, mientras que
para el limite de cuantificacion (LQ) la relacion sefial/ruido, debe ser 10:1, de acuerdo a

USP31 <1225>. El calculo de ambos parametros se ilustra con las siguientes formulas:

3 X a, 10 X o,
LD = LQ =——
b ¢ b

Donde:

0, desviacion estandar del ruido
b: pendiente de la recta en regresion
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7.5. Muestras reales.

Para el andlisis de muestras, se contd con dos tipos de muestras una que fue de cuatro
lotes de maiz (M34, M37, M58, y M59); estos provenian de una productora de Sinaloa y
tienen reporte de contener una alta contaminacion de Aflatoxina B1. El contenido de

micotoxinas se midio por tiras reactivas.

La segunda muestra consiste en cinco lotes de maiz, recolectados en distintos puntos
del estado de Michoacan por miembros del equipo de trabajo (M4, In5, UM, Q9, CHB6).
Estas muestras se analizaron por ELISA para determinar la cantidad de Ocratoxina A

gue contenian.

Todas las muestras se analizaron con el método aqui descrito y cuando habia sospecha
de una micotoxina en patrticular, se le afiadia una cantidad conocida para corroborar la

presencia de la misma
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 DESARROLLO DEL METODO

8.1.1 Longitudes de onda maxima para cada micotoxina.

La Tabla 10 muestra una comparacion de las longitudes de onda maximas reportadas, contra
las aqui observadas en los espectros para AFB1 (Fig. 9), OTA (Fig. 10) y Zea (Fig. 11). Como
se puede apreciar, los méximos difieren y es por eso que, en los primeros ensayos, no se
obtuvieron sefiales de las micotoxinas a las longitudes de onda reportadas. Las longitudes
de onda pueden variar de un estudio a otro debido a que existen cambios sutiles en las
moléculas cuando se usan diferentes solventes, diferentes valores de pH, asi como
diferentes temperaturas (ver tabla 11). En este trabajo se opt6 por obtener los espectros en
metanol, debido que es el solvente en que se extraen y en las que las tres micotoxinas son

solubles.

200 300 400 500
Wavelength (nm)

Figura 9. Espectro de absorcién de Aflatoxina B1 en metanol.

1 T 1
200 300 400 500
Wavelength (nm)

Figura 10. Espectro de absorcion de Ocratoxina A en metanol.
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200 300 400 500
Wavelength {(nm)

Figura 11. Espectro de absorcion de Zearalenona en metanol.

Tabla 10. Longitudes de onda encontradas vs reportadas.

AFB1 200, 250 y 285 360

OTA 200,210 y 230 214y 333
ZEA 200, 245 y 280 236y 254

Tabla 11. Longitudes de onda reportadas en los diferentes articulos y solventes en las
que se obtuvieron.

Metanol evaporado DREEEE
Arroyo et al, . b por
Aflatoxinas y recuperado con .
2010 tolueno: ACN (98:2) fluorescencia
' ’ (lex 360nm)
Almeda, 2008 Ocratoxina Agua destilada 214y 333
Guray, 2013 Zearalenona Cloroformo 254

Los cambios en las longitudes de onda se explican de la siguiente manera:

La AFB1 tiene en su estructura quimica varios grupos carbonilo, que al interaccionar con la
luz UV van a experimentar transiciones n—1* y en el estado excitado los electrones van a
interactuar con los provenientes de las moléculas de metanol formando puentes de
hidrogeno con enlaces poco estables, o que favorece un desplazamiento hipsocrémico (a
menores longitudes de onda). Esto es lo que se observa de acuerdo a lo que reporta Arroyo
et al (2010). Aun cuando hicieron la deteccién por fluorescencia, la longitud de onda de
excitacion fue de 360 nm equivalente a la utilizaria en UV; entonces, al cambiar de un
solvente no polar a uno polar disminuye la longitud de onda y por eso en este trabajo se
encontraron maximos de 200, 250 Y 285 nm [Skoog et al, 1998].
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En el caso de OTA y ZEA cuyas moléculas contienen grupos carbonilos y alcoholes, los
puentes de hidrogeno que se forman con el solvente son mas estables (transicion de T—1¥)
por lo que aumenta la longitud de onda (desplazamiento batocrémico) y se observan las
sefiales a mayores longitudes de onda. Las longitudes de onda maxima reportadas para
OTA son mayores en agua que las obtenidas en este trabajo en metanol, lo cual coincide
con la teoria porque el metanol es menos polar que el agua. La longitud de onda maxima
reportada para ZEA es en cloroformo, solvente con una polaridad muy baja comparada con
el metanol, por lo que la longitud de onda observada en metanol es mayor [Skoog et al,
1998].

8.1.2 Condiciones electroforéticas finales.
La Tabla 12, contiene las condiciones electroforéticas finales con las que se obtuvieron picos

simétricos, resueltos, en un tiempo de analisis menor a 15 minutos, para las tres micotoxinas.

Tabla 12. Condiciones electroforéticas finales.

Condiciones Valores

Presion de inyeccion (mbar) 13.8
Temperatura °C 23

A (nm) 280 -214 -201
Voltaje kV 17

Diametro y tamafio del capilar 50mm d.i. X 40.1cm de Lt
Buffer conc. Borato 25 mM
Buffer pH 9.1

Aditivo SDS 50mM

Prep. de muestra Metanol + agua

La figura 12 representa el electroferograma obtenido para AFB1 siguiendo las condiciones
de Arrroyo et al, (2010). Se aprecia un pico simétrico solo para AFB1, las otras dos
micotoxinas no fueron detectadas a esa longitud de onda y se observa que el tiempo de
analisis es muy prolongado. Estas condiciones si permiten el analisis de las cuatro

aflatoxinas (B1, B2, G1 y G2) por sus caracteristicas quimicas similares.
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FIGURA 12. Electroferograma basado en las condiciones de Arroyo et al, 2010.

Donde se logré obtener sefial de AFB1.Condiciones: Buffer de borato de sodio a
20mM (pH 8.5) + SDS 30 mM, 7% ACN; 70 cm x75 um id, Aex= 360nm, Aem=420nm.

El electroferograma de la figura 13 representa el andlisis por separado de cada una de las
micotoxinas, siguiendo las condiciones de Martin et al (2004) (buffer de boratos 25 mM pH
9, con SDS 50mM y 7% ACN; A= 200 y 280 nm, capilar de 75um d.i. X 60 cm de Lt). Ellos
analizaron diez toxinas incluyendo las tres de interés en este trabajo. En este trabajo se
decidi6 utilizar un capilar de 50 um d.i. X 40 cm de L, para reducir el tiempo de analisis.
También se elimino el uso de ACN, ya que ocasionaba mucho ruido de fondo. Entonces, con
estas modificaciones se obtuvieron las sefiales electroforéticas deseadas, en un tiempo de
analisis adecuado y con una linea base muy estable. Este ultimo factor es importante cuando
se quieren analizar muestras reales, ya que las sefiales de los componentes de la matriz de

la muestra pueden interferir con las sefiales de las micotoxinas.

oTA
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FIGURA 13. Electroferograma con las 3 sefiales de las micotoxinas sobrepuestas.
Fueron obtenidas individualmente, siguiendo las condiciones de Martin et al (2004). Los
tiempos de migracion para las micotoxinas fueron 2.5, 18 y 20 min, para OTA, Zeay AFB1,
respectivamente.
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Otro factor que se modificd fue la presion de inyeccion, por tener un capilar con diametro
interno mas reducido. De esta manera, se inyecta practicamente la misma cantidad de
muestra al capilar que cuando se usaba uno de 75 um; ademas de evitar que el capilar se
rompiera con una mayor presion. Entonces, el diametro menor favorecié que las moléculas

tuvieran un menor espacio para difundir y migraran a mayor velocidad.

En los electroferogramas de las figuras 14, 15y 16 para OTA, Zea y AFB1, respectivamente,
se observan sefales bien definidas con un tiempo de migracion menor. La sefal de AFB1
es la que migra en un mayor tiempo, pero es evidente que el tiempo de andlisis se redujo a
la mitad, 15 min. El electroferograma de la figura 17, se muestra la mezcla de las tres
micotoxinas. En este caso, la mezcla disminuye el tiempo de migracién de las tres sin perder
resolucion. Entonces, se pone de manifiesto que las condiciones aqui presentadas favorecen
la determinacion de las tres micotoxinas en mezcla. Mas adelante se mostraran ejemplos de

la aplicacion del método a la determinacion de muestras reales.
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Figura 14. Electroferograma de Ocratoxina A.
Se detectd a 4.5 minutos. en tetra borato de sodio 25 Mm, pH 9.1, aditivo SDS
50mM voltaje de 17 kV, presién de inyeccién de 13mbar. Analito preparado en
metanol.

Q.F.B. Xiomara Zavala Sanchez.



Desarrollo y Validaciéon de un Método para la Determinacion Simultanea de tres Micotoxinas por
Electroforesis Capilar

00020 Fo.0oz0
00018 Fo.oois
00016 Fo.ots
000143 Fo.ooia
00012 Fo.oor2

2 000104 Fo.0010 2
00008 Fo.0008
00006 Fo.000s

00004 Fo.0004
.
0.0002] }' i Fo.o002
el
E TS
| f
) oo,
0.00009 | g 0.0000
|
i
o

Minutes

Figura 15. Electroferograma de Zearalenona.
Se detectd 8.4 min. en tetra borato de sodio 25 mM con pH 9.1, aditivo SDS
50mM voltaje de 17 kV, presién de inyeccién de 13mbar. Analito preparado en

metanol.
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Figura 16. Electroferomgersama de Aflatoxina B1.
Se detectd a los 10 minutos. en tetra borato de sodio 25 mM, pH 9.1, aditivo

SDS 50mM voltaje de 17 kV, presion de inyecciéon de 13 mbar. Analito
preparado en metanol.
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Figura 17. Electroferograma de una mezcla de OTA, ZEA Y AFB1 a 201 nm.

Tiempo de deteccion fue menor de 15 min. Buffer de tetra borato de sodio

25 mM pH 9.1, aditivo SDS 50mM voltaje de 17 KV, presién de inyeccion

de 13mbar. Analito preparado en metanol.
La resolucién es un parametro importante en cualquier técnica de separacion. Es la medida
del grado de separacion de los componentes que constituyen una muestra. La resolucion

entre dos picos adyacentes se calcula a partir de la siguiente formula (ver la tabla 13):

2t —ty)
(Wit wy)

Donde:
Rs = Resolucion
t1 y t2 = tiempos de migracion de los componentes 1y 2, respectivamente.

w1 Yy W2 = anchuras de dos picos adyacentes.

La resolucién debe ser Rs 21 y Rs < 1.5 para poder decir que el método tiene resolucion.
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8.2.- VALIDACION.

8.2.1. Selectividad

La selectividad indica la idoneidad de un método para discriminar entre sustancias
diferentes. En este caso, es posible distinguir las sefiales ocasionadas por las tres
micotoxinas, en tiempos de migracion diferentes y valores de resolucion aceptables. Los
electroferogramas de las figuras 18, 19 y 20, representan los analisis de extractos de
muestras de maiz. En ellos se pueden observar las sefales para cada micotoxina, sefialada

en cada electroferograma, perfectamente bien definidas.

Cﬁ AFB1

Figura 18. Muestra M37 a 201 nm.

ﬁ ZEA

ﬁAFBl

| e

Figura 19. Muestra M37 + est.él-ndar de aflatoxina a 201nm.
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Figura 20. M37 mas estandar de ZEA y estandar de AFB1.

Tabla 13. Resolucién de las micotoxinas en diferentes electroferogramas.

Figura 17.
Electroferograma de una
mezcla de OTA, ZEA'Y 1
AFB1 (Rs de Zeay

AFB1)

Figura 19. Muestra M37 +

estandar de aflatoxina a 1.49

201nm

Figura 20. M37 mas
estandar de ZEA vy 1.45
estandar de AFB1.

Asi que las condiciones electroforéticas aqui obtenidas proporcionaron un método selectivo.

8.2.2. Linealidad. Se calcul6 y grafico la linealidad de las tres micotoxinas obteniendo los
resultados de las tablas 14, 15, 16. Las graficas para cada micotoxina son: OTA, figura 21,
ZEA, figura 22 y AFB1, figura 23.

Tabla 14. Calibracion Ocratoxina A. Tabla 15. Calibracién Zearalenona. Tabla 16. Calibracién Aflatoxina B1

0.078 0.0449 0.098125 0.1952 0.0140 0.0827
0.156 0.1104 0.19625 0.2592 0.0280 0.1305
0.312 1.2096 0.3925 0.3241 0.0560 0.3087
0.625 2.198 0.785 0.746 0.1121 0.5258
1.25 4.6002 1.57 1.06863 0.2243 1.3757
2.5 11.0573 3.14 2.4247 0.4487 2.2023
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El coeficiente de correlacion (r) obtenido en la curva de calibracion es cercano a la unidad,
lo que significa que sirve para conocer las concentraciones e interpolar las absorbancias. El
coeficiente de determinacion (R?) es 0.98 lo que nos afirma que hay una respuesta lineal
de detector para la concentracion, asi como que el error de célculo es del 1.1% por lo que
es adecuado (Tabla 17).

TABLA 17. Intervalos, coeficientes de correlacién y determinaciéon de AFB1, OTAY ZEA

AFB1 0.0140- 0.4487 0.9829 0.9914

OTA 0.078 - 2.5 0.9941 0.9970

ZEA 0.0981 —3.14 0.9886 0.9942

La COFEPRIS en la norma CCAYAC 058 nos indica que el coeficiente de correlacion es
aceptable para validacion si:
r 2 0.98 para cuantificacion de residuos e impurezas.

r 2 0.99 para cuantificacion de contenido e ingrediente activo.

En nuestro caso las micotoxinas son impurezas en los cereales al ser un contaminante, por

lo tanto, los coeficientes de correlacion son aceptables para validacion.

La linealidad se valid6 de acuerdo a lo indicado en la COFEPRIS 2011 CCAYAC - 058,y en
la guia Validation of Analytical Procedures - European Medicines Agency, AOAC ISO 17025;
gue nos indica un minimo de 5 a 6 niveles de concentracion repitiendo estos valores 3 veces
minimo para procesos analiticos. Para obtener la curva de calibracién, se calculd la

linealidad por el método de minimos cuadrados y se promediaron los valores.

8.2.3. Precision y Exactitud:
La precision (DER%) y la exactitud del método se evalu6 en un solo dia (intradia,
repetibilidad), asi como en diferentes dias (interdia, reproducibilidad). Los valores obtenidos

se muestran en las tablas 18 y 19.

Q.F.B. Xiomara Zavala Sanchez.



Desarrollo y Validacion de un Método para la Determinacion Simultanea de tres Micotoxinas por
Electroforesis Capilar

Tabla 18. Variabilidad intradia para las 3 micotoxinas.

Aflatoxina B1 0.0728 0.0768 6.8446 -7.846 92.1540
Ocratoxina A 0.1120 0.1126 2.9684 0.5345 100.5345
Zearalenona 0.3323 0.3605 6.59016 8.4997 108.4997

Tabla 19. Variabilidad interdia para las 3 micotoxinas.

Aflatoxina B1 0.04313 0.0441 5.4043 2.4596 102.4596
Ocratoxina A 0.1459 0.1438 4.2049 -1.3846 98.6154
Zearalenona 0.5244 0.5857 6.5968 11.6969 111.6969

En exactitud, cada uno de los valores de las micotoxinas fueron cercanos al 100%.

La norma CCAYAC-058 de COFEPRIS establece que para que la repetibilidad y la
reproducibilidad sea aceptadas, la desviacién estandar relativa debe estar dentro de los
siguientes parametros, tabla 20:

Tabla 20. Parametro para ser aceptados por la norma CCAYAC-058 de COFEPRIS.

<1 pg/kg 6 pgiL CV< 35% CV <53%

1 a 10 pglkg 6 pg/L CV= 30% CV < 45%

10 a 100 pgl/kg 6 pg/L CV £ 20% CV < 32%
0.1 a 100 mg/kg 6 mg/L CV = 15% CV = 23%
100 a 1000 mg/kg 6 mg/L CV=s10% CVs= 16%

Se muestran los valores obtenidos para repetibilidad (Tabla 21) y de reproducibilidad (Tabla

22) dentro de los limites que marca la norma CCAYAC-058 COFEPRIS. Estan dentro de lo
aceptado para validacion.

Tabla 21. Datos de repetibilidad. Tabla 22. Datos reproducibilidad.
C (mgil) 0.0765 0.1126  0.3605 C (mgiL) 0.0820 0.1438 0.5857
DE {mgiL) 0.0052 0.0033 0.0237 DE (mg/L) 0.0048 0.0371 01438
DER% 6.84461 2 9684 65901 DER% 4.01 42043 6.5968
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La precision es un parametro establecido por la COFEPRIS y la guia de validacion europea,
gue incluye repetibilidad y reproducibilidad. Estos se evaluan con el DER% que en, Norma
Mexicana se tiene diferentes valores dependiendo de su concentracion y las DER% de las
tres micotoxinas para repetibilidad y reproducibilidad estan dentro de los intervalos
establecidos (tablas 17,18,19). Por lo tanto, el método es preciso, reproducible y presenta

repetibilidad.

La exactitud es la capacidad que tiene el método analitico para obtener resultados proximos
al verdadero valor y reflejar el error sistematico o la tendencia a él. Se hace una comparacion
de las concentraciones adicionadas (nominales) contra los determinados para observar si
existe parecido entre ellas. Las normas USP y la norma mexicana, indican que los valores
determinados deben ser estadisticamente iguales al 100%. Se realiz6 una prueba t para

muestras pareadas, donde:
Ho: cantidad observada # cantidad adicionada.
Hi: cantidad observada = cantidad adicionada.

Se obtuvo que la p fue mayor de 0.05 tanto para intradia (0.3352) como para interdia
(0.4336), por lo tanto, no hay diferencia significativa entre los valores. La t de tablas fue de -
2.92 y la t calculada intradia -1.2583 vy interdia -0.9717, por lo tanto, se acepta la hipétesis
alternativa porque tc < t.. Entonces, con estos dos parametros se demuestra que hay
exactitud con este método.

8.2.4. Limites:

Tabla 23. Limites de cuantificacién y deteccion de las micotoxinas por electroforesis capilar.

Micotoxina Limite de cuantificacién Limite de deteccidon
AFLATOXINA B1 1.3801X 10 -> mMol/L 4.1765 x 10 ¢ mMol/L
OCRATOXINA A 2.6722x10° mMol/L 8.9076 x10 > mMol/L

ZERALENONA 4.2715x10° mMol/L 1.2814x10-> mMol/L

Arroyo et al (2010) reportaron para aflatoxina LD 0.10 ug/L y LQ 0.32 ug/L, los valores
obtenidos en este trabajo fueron (LD 1.3030 ng/L, LQ 4.3059 ug/L, que son superiores
debido a que Arroyo y colaboradores, trabajaron con una longitud de onda de 254nm vy la
aflatoxina presenta mayor sensibilidad a 250 nm aproximadamente, en nuestro método se
renuncia a la sensibilidad de aflatoxina para lograr la deteccién de las 3 micotoxinas a la

misma longitud de onda.
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Para Zea se obtuvo LQ 4.2715 X10 ® M (13.6004 pg/L) y LD 1.2814X10° M (4.0749 pg/L),
al realizar una comparacion con los resultados reportados por Guray et al (2013), que fueron
de LD 2.70x10®M (8.25 pg/L) y LQ 8.17X10°M (25 ng/L), se puede observar que los limites
de deteccion y cuantificacion obtenidos con EC utilizando un detector de arreglo de diodos
a 201nm fueron mas sensibles que los obtenidos por Guray y colaborados utilizando un
detector de fluorescencia a 254 nm, esto puede ser debido a que la Zearalenona present6

mayor longitud de onda en metanol a 200 nm.

8.3.- ANALISIS DE MUESTRAS.

Se cont6 con dos tipos de muestras para hacer el analisis y comprobar la aplicabilidad del
método la primera muestra consiste en cuatro lotes de maiz provenientes de una productora
de Sinaloa. Las muestras tenian reporte de una alta contaminacion de Aflatoxina B1 que fue

determinada por tiras reactivas.

La segunda muestra consiste en diferentes lotes de maiz, recolectados en diferentes puntos
del estado de Michoacan por miembros del equipo de trabajo. Los lotes de Queréndaro,
Morelia, Umécuaro e Indaparapeo. Todas estas muestras fueron analizadas por ELISA para

determinar la cantidad de Ocratoxina A presente.

Para determinar el contenido de las micotoxinas aqui estudiadas, se realizé el mismo

proceso de extraccion en todas las muestras.

8.3.1. Aflatoxina por Tiras Reactivas

En el estudio en campo para la determinacion de micotoxinas se utilizan las tiras reactivas
por ser mas rapidas. Las tiras reactivas son un método semi cuantitativo. En el mercado
existen diferentes marcas de tiras reactivas con distinta sensibilidad cada una, entre las que
se encuentran las de ROMER LABS con un limite de deteccion de 3.31 ppb y de
cuantificacion de 0 - 500 ppb. También estan las de Reveal Max con una sensibilidad de 20

ppb. Vicam con una sensibilidad de 10 a 20 ppb, entre otras.

Se analizaron 4 muestras de maiz que fueron proporcionadas por una productora del estado
de Sinaloa, quienes reportaron contaminacién por aflatoxinas por arriba de los niveles

maximos recomendados.
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Las concentraciones reportadas por las tiras reactivas vs las detectadas por el método
desarrollado (Tabla 24).

TABLA 24. Concentraciones obtenidas por Tiras Reactivas vs Conc. En MECK de AFBL1.

Afb1 (ng/ AFB1 (ng/
lliEsiiE Tiras re(agtig/;s MEE:I? !
M34 0.00614 0.4077
M37 0.00603 0.4088
M58 0.0055 0.53991
M59 0.0097 0.5525

Comparacion de dos métodos:

Hipotesis nula: Los resultados con las tiras reactivas son diferentes a la Electroforesis

Capilar.

Hipotesis alternativa: Los resultados con las tiras reactivas son iguales a la Electroforesis

Capilar.

Se realiz6 la prueba t de student para comparar las 4 parejas de resultados, obteniendo: la
t tablas fue de 3.18 y la t calculada de 11.9311, por lo tanto, se acepta la hipotesis nula

porque tc > tt. La p fue de 0.001 lo que quiere decir que si existe una diferencia significativa.

Las tiras reactivas son un método semi cuantitativo, por lo que son menos sensibles que la
electroforesis capilar que es un método cuantitativo. Con las tiras reactivas se detecta una
micotoxina a la vez, lo cual es un inconveniente pues, como se muestra en los resultados
del analisis por EC, las muestras también estaban contaminadas por Zearalenona ver figs.
24, 25, 26, 27. Todas las concentraciones obtenidas por MECK se encuentran en la tabla
26.
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8.3.2 Ocratoxina por ELISA
El ELISA es una técnica cuantitativa, como la electroforesis capilar, por lo que se realizo la
comparacién de estos dos métodos con una prueba de t con la comparacion de las

concentraciones (Tabla 25) y se obtuvo lo siguiente:

Comparacion de los Métodos ELISA vs Electroforesis Capilar

Hipotesis nula (Ho) = Los resultados obtenidos por ELISA son diferentes a los obtenidos por
EC.

Hipdtesis alternativa(H1): Los resultados obtenidos por ELISA son iguales a los obtenidos
por EC.

Los resultados de la prueba t muestran lo siguiente: la t de tablas es de 2.78 y la t calculada
de 0.3064; por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa porque tc < tt, los resultados
obtenidos por ambos métodos pueden considerarse equivalentes, lo que permite tener
opciones en la determinacién de este tipo de compuestos. Por otro lado, el valor de p fue de
0.7745, lo que refuerza el hecho de que no hay diferencias significativas entre los resultados

de ambos métodos.

TABLA 25. Concentraciones obtenidas por ELISA vs Concentracion en MECK de OTA.

OTA (ng/g)
Muestra Elisa MECK

M4 0.16511 1.084
In5 0.05528 0.9991
UM 0.12 0.73
Q9 1.52719 0.0697
CH6 0.03851 0.3491

TABLA 26. Concentraciones reportadas por MECK.

M34 0.4077 129.7461 ND
M37 0.4088 156.5397 ND
M58 0.53991 93.05 ND
M59 0.5525 103.4099 ND
M4 NP 91.5853 1.084
In5 24171 34.1829 0.9991
UM 1.1539 NP 0.73
Q9 1.1428 NP 0.0697
CH®6 NP NP 0.3491
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Existen diversos métodos para la determinacion de micotoxinas, como el HPLC, ELISA, las
tiras reactivas, entre otros. Todos los métodos tienen ventajas y desventajas; ejemplos de
estas Ultimas son su elevado costo o que solo logran determinar una sola micotoxina a la
vez. Usando el método desarrollado en este trabajo, se logré estandarizar la determinacién
de 3 micotoxinas de manera simultanea y se demostro su utilidad en el analisis de muestras
de maiz con un reporte de alta contaminacion por AFB1 solamente; sin embargo, también
se demostro la presencia de Zea y en una alta concentracion. Los resultados aqui mostrados,
dan la posibilidad de usar cualquiera de las dos metodologias, ELISA y EC, para analizar
una micotoxina en particular, como fue el caso de OTA. De cualquier manera, la ventaja del
meétodo por EC, es que fue posible detectar mas de una micotoxina en las muestras de maiz
y, COmo se observa en la tabla 26, se detectaron hasta las tres micotoxinas analizadas en
este trabajo en una muestra (Fig. 28).

' AFB1

Figura. 24. Electoferograma de la muestra M34, en el cual aparece ZEA Y AFBL1
Condiciones en fig. 17
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e E;pZEP.

AFB1

Figura. 25. Electoferograma de la muestra M37, en el cual aparece ZEA Y AFBL1.
Condiciones en fig. 17

T

Figura. 26. Electoferograma de la muestra M58, en el cual aparece ZEA Y AFBL1.
Condiciones en fig. 17.

Q.F.B. Xiomara Zavala Sanchez.



Desarrollo y Validaciéon de un Método para la Determinacion Simultanea de tres Micotoxinas por
Electroforesis Capilar

C?ZEA

I

e

Figura. 27. Electoferograma de la muestra M59, en el cual aparece ZEA Y AFB1.
Condiciones en fig. 17
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Figura 28. Electroferograma de la muestra In5, donde se observa la presencia de
las tres micotoxinas estudiadas.
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9. CONCLUSION

En este trabajo se desarrollé y validé un método MECK para la determinacion de tres
micotoxinas de manera simultdnea en un corto tiempo. Este método cumple con los
pardmetros de COFEPRIS 2011 CCAYAC - 058 y de la guia Validation of Analytical
Procedures - European Medicines Agency, AOAC ISO 17025.

Este método es sensible, eficaz, lineal, preciso y exacto, por lo que puede ser usado para la
determinacién de AFB1, OTA y ZEA, lo que se demostré realizando la determinacion de las

tres micotoxinas en extractos de maiz con resultados muy favorables.
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10. RECOMENDACIONES

% El equipo debe de ser encendido una hora antes de comenzar el andlisis para que el
detector logre calentarse y muestre una linea base recta sin inclinacion.

% Las muestras deben de tener un volumen constante para que el andlisis no tenga
variaciones.

% Las muestras con metanol como solvente se deben preparar con poco tiempo antes
de comenzar su analisis esto para evitar la evaporacién del solvente y no se altere el
volumen y concentracion de la muestra.

% El aditivo SDS cuando actia en muestras preparadas con metanol debe de tener una

concentracion mas elevada de 15 mM para que no se altere la formacion de micelas.
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