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I. RESUMEN

En el presente trabajo se implementé una técnica de cuantificacién de la Toxina
T2 basada en la Insercion Directa al Espectrometro de Masas. Para la validacion de esta
técnica se emplearon técnicas analiticas como ELISA (por sus siglas en inglés). y un
estudio extenso de CG-EM (Cromatografia de Gases acoplada al Espectrémetro de
Masas) en sus diferentes modos de analisis de Barrido Completo y EM/EM (por sus
siglas en espaiiol). Junto con las técnicas analiticas, se utilizaron muestras de referencia
de sorgo contaminado con concentraciones conocidas de Toxina T2 para este mismo fin.
Los resultados obtenidos muestran que la técnica de Insercion Directa es la metodologia
con mayor sensibilidad, 1a cual es 45 ug L' y un tiempo de proceso de 65 min. La técnica
de ELISA presenta una sensibilidad de 50 ug L. sin embargo no se permite el uso de
esta técnica como método de prueba en las Normas de Regulacion de Niveles Maximos
de Micotoxinas. Durante este trabajo se realizaron multiples ensayos con la técnica de
CG-EM. obteniéndose como resultado un intervalo de sensibitidad de 50-200 pg L' y un
tiempo de proceso aproximadamente de 2 horas 30 min en sus diterentes modos de
analisis. La técnica que presents el valor mayor respecto a la sensibilidad (900 pg L' )y
un tiempo muy prolongado de proceso (155 min) fue la Cromatogratia en Capa Delgada
(CCD). Con base en los resultados obtenidos. se discute la utilidad de la técnica de

Insercién Directa como una alternativa adecuada para la cuantificacion de Toxina T2 en
cereales.



IL INTRODUCCION

Las micotoxinas son un grupo de metabolitos secundarios producidos por
diferentes hongos. las cuales afectan la industria agropecuaria y especialmente la
industria avicola. Desde los aflos 1960°s, se llevé a cabo la identificacion y descripcion
toxicolégica de la mayoria de las micotoxinas de importancia, y a partir de los afios
1980°s v hasta la fecha, se han desarrollado técnicas analiticas cada vez mas especificas y

sensibles para la deteccidn de este tipo de compuestos (Flores y Diaz de Ledn, 1999).

En particular. los tricoticenos. son producidos por una gran variedad de hongos
del género Fusarium como F. poae, F. sporotrichioides. etc. Este género. se presenta en
la naturaleza como un grupo de saprofitos y parisitos de cereales como el trigo. maiz.
cebada. avena, sorgo. arroz y centeno, asi como diferentes subproductos agricolas. La
contaminacién de granos y alimentos con esporas y toxinas derivadas del género
Fusariim representa un riesgo sanitario para la salud humana y animal, ademas de que se

ha documentado su participacion en perdidas econémicas importantes (Betina, 1984).

Los signos de intoxicacién por tricoticenos incluyen necrosis. diarrea y vémito.
La intoxicacién aguda y subaguda con este tipo de micotoxinas se caracteriza por rechazo
de alimento en la mayoria de las especies. asi mismo. s¢ observa mayor susceptibilidad a
padecimientos infecciosos v pérdida de peso. Particularmente. los porcinos han mostrado
la mayor sensibilidad a la presencia de tricoticenos, en tanto que las aves de corral y los
rumiantes presentan relativa tolerancia. De los efectos bioquimicos mas importantes que
presentan los tricoticenos se encuentran. la inhibicion de la sintesis del Acido
Desoxirribonuciéico (ADN). del Acido Ribonucléico (ARN) y proteinas, ademas

presentan efectos inmunosupresores y hemorrigicos (Miller y Trenholm, 1994).

Hasta ahora, se conocen alrededor de 180 tricoticenos, los cuales se dividen en
dos grandes grupos. los macrociclicos y los no-macrociclicos. Particularmente la Toxina
T2. pertencce al tipo A del grupo de tricoticenos no-macrociclicos, los cuales estan

estrechamente relacionados con los sesquiterpenoides; éstos compuestos presentan un



2

doble enlace en la posicion 9-10 del tricoticeno, un anillo epoxido en los carbonos 12-13,
un naimero variable de grupos hidroxilo y sustituciones acetoxi. A diferencia del tipo B,
el tipo A no presenta grupo carbonilo en la posicidén C-8 (Langseth y Rundberget. 1998).

Los métodos de anilisis de tricoticenos han alcanzado un desarrollo incipiente
debido a las dificultades asociadas a su reducida polaridad y carencia de croméforos. En
el caso especifico de la Toxina T2, su identificacion y cuantificacion es compleja, ya que
carece de enlaces conjugados que permitan su deteccién y cuantificacion directa a través
de técnicas espectroscopicas, por lo que se requieren procedimientos adicionales de
derivatizacién para su cuantificacion. Existen diferentes métodos que permiten la
identificacion y cuantificacion de Toxina T2. distinguiéndose entre ellos diferencias de
sensibilidad. tiempo de desarrollo de la técnica y costo de la instrumentacion necesaria,
entre ellos. se puede mencionar a la Cromatografia en Capa Delgada (CCD).
Cromatogratia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR), ELISA. Cromatografia de Gases
(CG) con distintos sistemas de deteccion. como lonizacién en Flama (DIF), Captura de
Electrones (DCE) o Espectrometria de Masas (EM). De los métodos mencionados, la
Espectrometria de Masas. ¢s considerada como la mejor opcidén para el anilisis de la
Toxina T2 ya que se ha reportado que por CLAR se tienen serios problemas para su
cuantiticacién debido a que es una molécula poco polar y por su carencia de cromoéforos
es diticil su deteccion por medio de Ultra Violeta-visible.

E£n consideracion de lo anterior. en el presente trabajo. se describe el desarrollo de
metodologias analiticas planteadas e¢n la literatura, asi como. la implementacion de un
método para ¢l andlisis de muestras de sorgo basado en la Insercién Directa al EM para la
identificacién y cuantificacion de la toxina T2: comparando los resultados cuantitativos.
sus ventajas ¥ desventajas de las diferentes técnicas analiticas planteadas las cuales son la
CCD. ELISA. CG-EM y muestras de referencia.



111. OBJETIVOS

Considerando la exposicion previa acerca de la importancia de 1a Toxina T2 en la
produccion pecuaria y sobre las limitaciones analiticas para el estudio de la Toxina T2, se
han planteado los siguientes objetivos:

Objetivo General

Plantear una técnica para la determinacion de la Toxina T2 por medio de
Inserciéon Directa en el Especirémetro de Masas, asi como el desarrollo de la técnica de

Cromatogratia de Gases acoplada al Especirémetro de Masas.

Objetivos Particulares

1. Comparar la técnica de Inserciéon Directa para el andlisis de 1a Toxina T2 con las
metodologias de CCD, CG-EM y ELISA.

!J

Comparar las metodologias planteadas para el analisis de Toxina T2 por medio
del uso de muestras de referencia.

3. Determinar el orden de magnitud de Ia sensibilidad de las técnicas planteadas para
el andlisis de la Toxina T2.



V. ANTECEDENTES

IV.1. GENERALIDADES DE LAS MICOTOXINAS

El desarrolio del hombre esta estrechamente asociado al uso de diferentes hongos.
Desde la antigiledad. es bien conocido ¢l papel de estos microorganismos en diferentes
procesos como la produccién de pan, bebidas alcohdlicas y alimentos fermentados entre
otros. Hoy en dia. los hongos son utilizados en la produccién de quesos, alimento para
ganado, produccion de enzimas, dcidos organicos, vitaminas, proteinas, antibidticos y
esteroides. por mencionar algunos. Adicionalmente. juegan un papel importante en
infecciones a plantas, animales y al humano, asi como en la contaminacién de cultivos y
alimentos (Betina. 1984),

En la década de los afios 1960°s, con el descubrimiento de las aflatoxinas, se inicia
el estudio de las diferentes especies de hongos para buscar el origen de éstas. definiendo a

las aflatoxinas como sustancia toxica de origen fingico que producen ervenenamiento en
animales.

La invasion por hongos en alimentos puede ocurrir en cualquier etapa de la cadena
de produccién del alimento. desde el momento de la cosecha como contaminantes naturales
e¢n hojas. tallos. granos o semillas. asi como en carnes y productos lacicos. en el transporte.
en el almacenamiento. o bien en la preparacion de estos. Esto depende de la estacion del

afno que se producen los alimentos hasta la region donde se lieva a cabo esto (Betina. 1984).

Las intoxicaciones por micotoxinas han sido reportadas en Estados Unidos desde el
siglo pasado en porcinos y caballos asociada con la ingesta de alimentos contaminados con
Fusarium graminearum. En otros paises como Japoén. se reportaron tumores de higado y
otros padecimientos; en Siberia, se describen intoxicaciones por consumo de granos
almacenados para el invierno, siendo esto sélo un ejemplo de la gran diversificacion de
estos contaminantes (Betina, 1984). '



f.os cereales son contaminados por varias especies de Fusarium que son la fuente
principal de tricoticenos no-macrociclicos en alimentos y comestibles (Langseth y
Rundberget. 1998). E| hongo probablemente infecta al grano en la época de crecimiento; el
trigo y e} maiz son los mas susceptibles. El tricoticeno de mayor distribucion es el

desoxinivalenol. el cual es detectado en mayor concentracién en las semillas pequefas y
granos.

1V.2. EL. GENERO FUSARIUM Y LOS TRICOTICENOS

Los tricoticenos. son producidas por una gran variedad de géneros de hongos como;
Fusarium., Trichoderma, Mpyrothecium, Stachybotrys, Cylindrocarpon y Trichothecium.
siendo de este altimo de donde toman su nombre. Se han aislado mas de 180 y desde
entonces la lista sigue en aumento. (Langseth y Rundberget 1998). El primer miembro de
los tricoticenos. el tricotecin, fué descubiernto originalmente como antimicético por Freeman
¥ Morrison en 1948 (Betina, 1994).

Durante dos décadas de estudio se ha revelado un gran nimero de metabolitos
secundarios de Fusarium. La mayoria de las toxinas del género Fusarium fueron
descubiertas en la década de los 1980°s ¥y sus biosintesis son muy diversas (Marasas et al.

1984: Miller. 1988).

Normalmente los tricoticenos tienen un anillo epoxido y una doble ligadura en el
carbono 12-13 y 9-10 respectivamente, por lo cual. estos son llamados 12.13-
epoxytricoticenos-9-eno (Betina. 1994). Los tricoticenos se dividen en macrociclicos y no
macrociclicos. Los tricoticenos no macrociclicos tienen un doble enlace en la posicion 9-
10. un anillo epoxido en el carbono 12-13 y un naimero variable de hidroxilos y acetoxi. Por
otro lado. los tricoticenos se clasifican en 4 grupos A,B.C y D de acuerdo a su estructura
bdsica (Figura 1). El tipo B se caracteriza por tener un grupo carbonilico enla posicion 8 ¢
incluye entre otros al deoxinivalenol (DON). nivalenol y fusarenon-x. en tanto que ‘los

tricoticenos del tipo A carecen de oxigeno en la posicion 8. los principales son la T-2. HT-
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2. NEO y DAS. rara vez tienen grupo carbonilo. El tipo C se caracteriza por un segundo
epoxido y el tipo D son compuestos macrociclicos (Langseth y Rundberget 1998).

Tricoticenos Grupo A P.M, R, R Ry R, Rs
Neosolaniol 382 OH OAc OAc H OH
Toxina HT-2 424 OH OH OAc H OCOCH ;CH(CH,;);
Toxina T-2 466 OH OAc OAc H OCOCH,;CH(CH3),
Toxina T-2 iriol 382 on |on |on ] GCOCH;CHICH:):
Toxina T-2 tetraol 298 OH OH OH H OH
Scirpentriol 282 OH OH OH H H
15-Monoacetoxiscirpenol (MAS) 324 OH OH OAc H H
4. 15-Diacetoxiscirpenol { DAS) 366 OH OAc OAc H H

HaC
(o]

Tricoticenos Grupo B P.M. R, R: R; R,
Deoxinivalenol (DON) 294 OH H OH OH
3-Acetil-DON 338 OAc H OH OH
15-Acetil-DON 338 OH H OAc OH
Nivalenol 312 OH oH OH OH
Fusarenon-X (4-Acetil-nivalenol) 354 OH OAc OH OH

FIGURA 1. Tricoticenos del grupo A ¥ B no macrociclicos.




1V.3. EFECTOS BIOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DE LOS TRICOTICENOS

Los hongos producen una gran variedad de metabolitos secundarios, muchos
asociados a efectos adversos en plantas, animales y humanos, las manifestaciones de estos
efectos son tan variados como variados son los hongos que producen estas micotoxinas
(Miller y Trenholm. 1994; D"Mello y Macdonald, 1997).

Los diferentes efectos bioldgicos dependen de la especie del hongo, la cantidad de
tricoticeno y la sensibilidad de cada organismo (Betina, 1984). La intoxicacion aguda y
crénica se da normalmente por rehusar y se caracteriza por pérdida de peso y un incremento
considerable en la susceptibilidad a contraer infecciones. los porcinos son los mis sensibles

a los tricoticenos. las aves de corral y los rumiantes tienen relativa tolerancia.

Los tricoticenos se caracterizan por ser antibioticos. antifungicos y presentan
actividad citoestitica. Los sintomas que se presentan se caracterizan por irritacion en la
piel. rechazo del alimento. vomito., diarrea. hemorragias. problemas neurales, se producen

abortos ¥ hasta 1a muerte. El intervalo para que cause intoxicacion en el hombre esta dentro
de los ug g”! (Hsia et al, 1988).

Los tricoticenos son potentes inhibidores de la sintesis de proteinas ¢ interactiian
con las membranas celulares y aparentemente contribuyen en la regulacion de las funciones
del sistema inmune. La exposicion aguda a los tricoticenos resulta en un grave daflo en la
division celular en tejidos como médula dsea. bazo. timo y la mucosa intestinal (Vidal.
1990). Se observan alteraciones muy evidentes sobre la hematopoyesis como leucopenia.
granulopenia y linfocitosis. Este efecto inmunosupresor se utilizé en transplantes a nivel
experimental con éxito en animales. Los tricoticenos actian sobre la sintesis de proteinas.
pared celular. 1la via del tioglicolato y sintesis de macromoléculas. todo esto sobre varios

tipos de bacterias. virus. protozoarios y hasta hongos; también tienen efecto insecticida
sobre algunos tipos de insectos y larvas.



Entre otros efectos los tricoticenos producen citotoxicidad, carcinogénesis,
mutagénesis, teratogenicidad y fitotoxicidad; tienen efectos inmunosupresores, insecticida y
actividad antimicrobiana (Betina, 1984). Se han utilizade diferentes modelos para medir su
toxicidad tales como ratones. ratas, artemias. etc (Brown y Amer, 1969; D'Mello y
MacDonald. 1997). Para evaluar la citotoxicidad se utilizan cultivos de diferentes lineas
celulares de animales y humanos. En leucocitos humanos su efecto t6xico se observa en la
mitosis. otras micotoxinas inhiben la sintesis de proteinas en ecucariontes. Se ha
comprobado que los tricoticenos producen cincer primario de higado en humanos, esto se
debe a que interactian con el ADN produciendo carcinogénesis y mutagénesis (Shank.,
1977).

En general, los efectos toxicos de los tricoticenos sobre las células del sistema
inmune se observa por una baja proliferacion de los linfocitos después de un estimulo
mitogénico. En el caso de la Toxina T2 cuando ocurre una exposicion, hay un decremento
en las células B y un incremento en las células T en animales (Miller y Atkinson, 1987). /n
vitro. la concentracién requerida para la inhibicion del sistema inmune es 10 veces menor
que la requerida para la inhibicion de la sintesis de proteinas. especiaimente del grupo A de
los tricoticenos (Forsell et al. 1985).

Exposiciones repetidas a la Toxina T2 de animales en experimentacién resultan en
un incremento muy marcado en la susceptibilidad a la Cdndida. Cryptococcus. Listeria.

Salmonella. Micobacterium y el virus del Herpes tipo 1 (Miller y Trenholm. 1994).

Por otro lado. los tricoticenos producen fitotoxicidad ya que inhiben la germinacién
de semillas. induce la deficiencia de la clorofila en plantas, tiene influencia sobre el
crecimiento. sobre el contenido citoplasmatico., la movilidad de los organelos. el
metabolismo celular, el transporte de auxinas, permeabilidad de las membranas, etc (Miller
¥ Trenholm. 1994).

Los tricoticenos se distribuyen en cosechas de cerecales en regiones especificas y

siendo poco toxicas y por su baja concentracion no representan una amenaza inmediata.



Mientras todos los tricoticenos son letales por ingesta en suficiente cantidad, el mayor
problema se presenta en la cantidad de alimentos contaminados con tendencia a riesgo de
intoxicaciones cronicas. Aunque todos los animales son afectados después de una
exposicion a los tricoticenos, el grado de intoxicacién depende del tipo de toxina, el grado y
duracién de la exposicion. asi como la especies de animales involucrados (Miller y
Trenholm. 1994).

1IV.4. LA TOXINA T2

La Toxina T2 es un tricoticeno pertencciente al grupo de los terpenoides. esta
clasificada dentro del grupo A y se considera una micotoxina no macrociclica. producida
por especies de hongos como: Fusarium tricinctum. F. nivale, F. poae. F. solani.
Trichoderma lignorum, F.sporotrichioides.

Entre sus propiedades fisicas y quimicas se encuentran:

Formula estructural:

OH

(o]
o o) ”
/|\/U\ il
o M
\0
o

>:O

Estructura quimica C23H31O00. Peso molecular es de 466.2202 g mol”'. Su estructura

cristalina es de agujas blancas. Punto de fusion es 151-152°C. Es soluble en metanol,

ctanol. acetona. diclorometano. tolueno y octano (Betina. 1994).

Sus propiedades espectroscopicas son: EM m/z 466 (M™). 382. 364, 304, 278. 196,
180. 121. UV Zuac 187.5 nm en ciclohexano.. IR (KBr) 3400, 2940, 1720, 1635, 1365, 1240

em™.



Despl i quimicos en R iade Cy 'H’
Posici6én C (ppm) "H (ppm)
2 78.7 3.68 (d, 4.9)
3 783 3.13 (ddd, 4.9. 3.8, 2.8)
3.18 (d. 2.8, 3-OH)
3 843 538(d. 2.8)
3 PP T 83
6 a2
7 377 238(dd. 15.1, 5.8)
: T A 1.87 (dd 15.3,1.5)
P - 8.0, . 537(a, 5.8)
g 363 - .
1238 5.72 (dv. 5.8. 1.2)
673 133 (d. 5.8
632

7.0 3.03 (d.3.9)
a 2,78 (d. 3.9)

0.79 (s)

63,5 3.03(d. 12.6)

: 4.27 (d. 12:6) "

1.72 (br

. a3.4 | 210(m)
25.6 2.01 (m)

2232 0.94(d. 6.5) -
R : 0.93 (d.6.5)
“CH3(Ac) 20.8 2.01,2.12¢(s)

C=O(Ac) 170.2, 172.5

(Miller y Trenholm. 1994).
s:singulete, br s: smgulete amplio. d:doblete. dd:doble de dobles. ddd:triple doblete. dt:
doble triplete. m:multiplete.
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Los niveles de Tolerancia a la Toxina T2 esta basada en cerdos ya que es la especie
miis sensible a este género de toxinas. En cerdos, no hay dafio con una cantidad menor a
1pg L' entre 1-8 pug L' aparecen efectos de nivel moderado sobre el peso del animal y su
consumo de alimento. En lechones se observa que toleran un nivel alto entre 10y 12 ug L™,
esto mostré que produce problemas significativos en peso corporal, quimica sanguinea y

fertilidad: el rechazo total a la comida se observé a las 16 ug L' (Miller y Trenholm, 1994).

La Toxina T2 produce lesiones orales en pollos en niveles menores a 1 ppm en el
alimento. Efectos significativos aparecen a las 4 pg L' o mayor a esto. que incluyen bajo
consumo de alimento y retardo en el crecimiento, cambios en la quimica sanguinea y
neurotoxicidad, Las lesiones orales son observados en pavos con 5 ug L' de Toxina T2 3
reduccién de peso con 10 pg L°'. Los tricoticenos generalmente no dan como resultado
mortalidad. requieren de varios cientos de pg L' para producir la muerte. De forma similar
se atribuye a la Toxina T2 afecciones a otro tipo de animales domésticos como patos.
gansos. caballos y cerdos. Los rumiantes son relativamente insensibles a la dicta
contaminada con tricoticenos. En ganado vacuno con niveles en la dieta de 10-20 ug L' no
hay evidencias de manifestaciones clinicas. Niveles por debajo de 1.2 g L' de Toxina T2
en la dieta consumida por varios meses es asociada a intoxicaciones en ganado vacuno
(Miller y Trenholm. 1994).

IV.5. ANALISIS DE LOS TRICOTICENOS.

Desde ¢l reconocimiento de las micotoxinas como agentes detrimentates en la
fisiologia animal, se ha iniciado un gran nimero de esfuerzos tendientes al estudio de todos
los componentes de ¢ste problema. En los 1960°s se inicié ¢l estudio formal de las
micotoxinas como agentes causales de muerte y enfermedades en animales y en el humano;
cn la década de los 1970°s se realizé la identificacion de la estructura quimica vy la
descripeion toxicoldgica de la mayoria de las micotoxinas de importancia (Flores y Diaz de
Leon. 1999). ’
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A partir det inicio del estudio de las aflatoxinas, se desprende el analisis de otros
tipos importantes de micotoxinas como en el caso de ocratoxina A, citrinina. zearalenona,
rubratoxinas. tricoticenos. etc., en este tltimo grupo se encuentra la Toxina T2 en la cual se
centra este trabajo. Desafortunadamente no existen métodos universales para determinar la
presencia de micotoxinas, general se debe sel

ionar una toxina O un grupo genérico
de ellas para cuantificar selectivamente por comparacion. Para cada grupo de micotoxinas
existe una metodologia particular de analisis, esto se debe a la gran diversidad que

presentan en su estructura quimica los diferentes grupos de micotoxinas.

El desarrollo de métodos para e} analisis de micotoxinas se encuentra en constante
demanda. Durante los ultimos diez afios. entre las técnicas aplicadas a la deteccion. analisis
» caracterizacion de micotoxinas, la cromatografia ha sido muy bien aceptada. ya que
siempre se necesita separar los metabolitos primarios de los secundarios, asi como otras
sustancias que son producidas simultaneamente con las micotoxinas (Lin et al.1998. Flores
y Diaz de Ledn. 1999).

Hablando especificamente de los Tricoticenos. las técnicas cromatograficas que se
utilizan para su determinacion son: la CCD (Trenholm.1983: Lin et al, 1998: Gore et al,
1984). Cromatografia de Columna (Bennett et al. 1984). CLAR (Langseth y Rundberget.
1998: Jiménez et al. 2000, Jiménez et al, 1997: Lin et al. 1998; Krska. 1998). Electroforesis
Capilar de Zona (Langscth y Rundberget. 1998) y la CG. Esta altima se puede combinar
con Deteccion de DIF (Jiménez et al. 2000: Schothorst y Jekel, 2001: Gore et al. 1984 ),
Deteccion de DCE (Moller y Gustavsson., 1992; Kotal et al. 1999;: Krska. 1998; Radova et
al. 1998: Rizzo et al. 1986) o Deteccidon por EM (Tanaka et al, 2000; Lin et al. 1998:
Trenholm.1983: Mossoba. et al, 1996: Onji. et. al..1998; Langseth y Rundberget. 1998:
Kotal et al. 1999; Schollenberger et al, 1998).

La determinacién basada en la Cromatografia de Gases acoplada a.la Espectrometro
de Masas ¢s probablemente ¢l método mas usado en la actualidad. ya que proporciona una

buena sensibilidad v especificidad. por lo que teniendo una buena capacidad de separacion
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es posible detectar diferentes tricoticenos en una misma muestra (Moller y
Gustavsson, 1992 y Onji et. al..1998).

Para obtener una determinacién confiable de las micotoxinas. especificamente de
los tricoticenos. se debe utilizar primeramente alguna técnica de muesl-reo. extraccion y
purificacion antes de realizar el analisis por alguna de las técnicas descritas anteriormente.
Para esto, existen numerosas técnicas de extraccion y purificacion reportadas en la
literatura (Tanaka et al, 2000; Radova et al, 1998; Krska. 1998; Langseth y Rundberget,
1998: Schollenberger et al. 1998; Kotal et al, 1999; Langseth y Clasen. 1992; Schothorst y
Jekel, 2001: Onji et al. 1998; Rizzo et al. 1986), mediante las cuales se pueden tener

muestras con menos interferencias para el analisis.

Una de las primeras técnicas usadas para la identificacion de los tricoticenos fue la
Cromatografia en Capa Delgada (Trenholm,1983; Lin et al. 1998: Gore et al. 1984), ésta se
usé para hacer solo identificaciéon cualitativa de los tricoticenos pues se requieren
concentraciones muy altas para su observacion y se reporta un limite de sensibilidad bajo.
La Cromatogratia de Columna se considera un método cuantitativo. pero se ha observado
que para la identificacion y cuantificacion de tricoticenos no es muy confiable. ya que se
requieren altas concentraciones v los métodos de deteccion normalmente usados no son
atiles. se ha reportado que para esta técnica se utiliza la CCD para seguir la separacion y la
identificacion (Bennett. Megalla y Shotwell. 1984). Por otro lado. algunos tricoticenos
como ¢s el caso de la Toxina T2, no tienen cromoforos en su estructura por lo que no se
pueden detectar ficilmente mediante espectrofotometria de Ultra Violeta-visible: este
mismo problema se presenta en la Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (Langseth
¥ Rundberget. 1998; Jiménez et al, 2000. Jiménez et al. 1997: Lin ¢t al, 1998: Krska. 1998).
Se ha reportado que la técnica de CLAR-UV, se utiliza principalmente para el grupo B de
los tricoticenos y solo se usa en ¢l grupo A cuando se tienen muestras con altas
concentraciones de tricoticenos. Este método se realiza en fase inversa donde la fase movil
s una mezcla de acetonitrilo:agua y se detectan las Toxinas del grupo A a una longitud de
onda de 200 nm. donde s¢ ha observado que la sefial del solvente es muy intensa para

eliminarse del tondo. por los que no se alcanzar a definir los picos con claridad. Respecto a
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ta Electroforesis Capilar de Zona (Langseth y Rundbcerget, 1998). es una técnica muy
similar al CLAR, pero tiene la desventaja de que se debe lavar la columna capilar y esto
hace que la técnica no sea reproducible, ademas de que el método de deteccion es también
por UV-Visible y por lo tanto presenta el mismo problema de deteccién por la falta de
croméforo en la molécula. Desde hace ya varias décadas, se utilizan métodos
inmunolégicos como la técnica de ELISA (Krska, 1998. RIDASCREEN®FAST T-2 Toxin.
R-Boipharm GmbH. Darmstadt. Germany, 1998; Lin et al, 1998) para resolver el problema
de la falta de deteccién de los tricoticenos, pero se han generado otros problemas
relacionados con la técnica de extraccion que se utilice o por humedad, ademas de que hay
tricoticenos que tienen una estructura quimica muy similar por lo que la unién con el
anticuerpo no es especifica y da como resultado reacciones cruzadas., esto descana la
técnica cuando se requiere detectar cantidades del orden de picogramos y cuando se tiene

una muestra con varios tipos de micotoxinas. ya que se pueden producir talsos positivos.

Finalmente la Cromatografia de Gases se considera como una de las mejores
opciones para ¢l analisis ¥ la cuantificacion de los tricoticenos y aun mejor cuando se lleva
a cabo la derivatizacion de estos. ya que se obtiene una buena separacion de los diferentes
tricoticenos y obteniéndose buenos resultados cuando se combinan con un método de
deteccion apropiado. S¢ puede combinar con Detector de lonizacion de Flama (Jiménez et
al. 2000: Schothorst y Jekel, 2001: Gore et al, 1984 ). otra opcion es el Detector de Captura
de Electrones (Moller y Gustavsson. 1992: Kotal et al. 1999; Krska. 1998: Radova et al.
1998: Rizzo ct al. 1986). Finalmente se encuentra la Deteccion por Espectrometro de Masas
(Tanaka ct al. 2000: Lin et al. 1998; Trenholm, 1983; Mossoba et al. 1996; Onji et. al..
1998: Langseth y Rundberget. 1998; Kotal et al, 1999; Schollenberger et al. 1998). este
método ioniza y fragmenta las moléculas en iones de menor masa, ademas de que produce
¢l iéon molecular de cada tricoticeno y nos proporciona la estructura quimica de la molécula,
por lo que lo hace un método muy confiable, exacto y preciso, disminuyendo los errores
por interterencias. ademas de que su limite de deteccién es del orden de picogramos y esto
lo hace muy versitil. Adicionalmente. la deteccion por Espectrometria de Masas se ha
reconocido como ¢l mas sensible y resolutivo para 1a identificacién y cuantificacion de las

moléculas. en particular el elevado peso molecular de la Toxina T2 (466 g mol™). permite
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obtener iones moleculares y fragmentos que son especificos para su identificacién y
cuantificacion diferencial cuando estan presentes en una mezcla compleja, como lo es el
extracto de cereales & alimentos balanceados. El principal inconveniente de esta técnica es
el requisito de una instrumentacién de alto costo y el tiempo necesario para la preparacién
de las muestras.

Con base en lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo, se plantea una
metodologia para el analisis de muestras de sorgo basado en la Inserciéon Directa al
Espectrometro de Masas para la identificaciéon y cuantificaciéon de la Toxina T2;
comparando los resultados cuantitativos obtenidos de los diferentes métodos analiticos
como CCD. ELISA, CG-EM y muestras de referencia.



V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

V.1. METAS EXPERIMENTALES

1. Obtencidén de la Toxina T2 por medio del cultive de Fusarium sporotrichoides
en el Laboratorio.

2. Cuantificacion de la Toxina T2 en muestras por ELISA.

3. Analisis Cualitativo y Cuantitativo de la Toxina T2 obtenida, mediante
Cromatogratia en Capa Delgada.

4. Derivatizacién y Cuantificacion de la Toxina T2 obtenida. por medio de
Cromatografia de Gases acoplada al Espectrometro de Masas.

8. Cuantificacion de la Toxina T2 obtenida, derivatizada y sin derivatizar. por
medio de Insercion Directa al Espectrometro de Masas.



V.2. MATERIAL Y METODOLOGI{AS

V.2.1. Produccién de Toxina T2.

Primeramente se sembrdé el hongo Fusarium sporotrichoides (Cepa con alta
produccion de Toxina T2 registro No. NRLL3299 ATTC) en el medio de cultivo de Czapek
peptona liquido. el cual se preparé colocando en un vaso de precipitados 3% de sacarosa.
0.5% de peptona, 0.2% de KNO;, 0.1% de K:HPO;, 0.05% de KCI. 0.05% de
MgSO,4*7H,0. 0.001% de FeSO,4*7H20 , se agitd hasta disolver todos los componentes y
se ajusté el pH a 6.8; se colocaron 50 mL de medio en cada matraz, en total 5 matraces
Erlenmeyer de 150 mL. Se taparon con tapones de algodon con gasa y se esterilizaron en la
autoclave por 13 minutos a 121°C y 15 psi. se dejaron enfriar a temperatura ambiente (M.
Jiménez et al. 2000). En la campana de extraccion. en condiciones de esterilidad. se
inocularon los matraces con la cepa de Fusarium sporotrichoides. Se incubaron los

matraces en la estufa a 27-29°C durante 20 dias (Jiménez et al. 1997; Jiménez et al, 2000).

Para la extraccién de la toxina. se agregd metanol en proporcion (1:1) con el medio. se
agité v filtré con 4 capas de gasa. Se pasé el filtrado a un embudo de separacion y se le
agregd acetato de etilo en proporcion (1:1) con el filtrado, se agité vigorosamente y se dejo
€n reposo hasta que se separaron las dos fases. se coloco el acetato de etilo en un matraz
bola y se evaporé a sequedad a presion reducida, El extracto crudo se trasvaso a un vial ¥y se
guardd en congelacion hasta su uso (Tanaka et al. 2000: Onji et al. 1998: Mossoba et al.
1996: Bennett et al. 1984:; Trenholm. 1983: Jiménez et al. 1997; Jiménez et al. 2000; Moller
¥ Gustavsson. 1992: Lin et al, 1998; Jiménez et al. 2000; Radova et al, 1998; Langseth y
Rundberget. 1 998: Scholienberger et al, 1998; Kotal et al, 1999; Schothorst y Jekel. 2001).

V.2.2. Andlisis de Toxina T2 por ELISA.

Extraccion de la muestra. 250 g de sorgo fueron homogenizados hasta malla20. En 5 g
de la mucstra obtenida. se adicionaron 25 mL de metanol al 70%. y se agitaron durante 10
min a 150 rpm en el agitador orbital, el extracto obtenido se filtré con papel Whatman No.

1 y se diluyo 1:1 con agua desionizada. Para este anilisis de ELISA se utilizé un Kit
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comercial "RIDASCREEN"Fast T-2 TOXIN" marca R-biopharm GmbH.Germany (Krska.
1998. RIDASCREEN®FAST T-2 Toxin, R-Boipharm GmbH. Darmstadt, Germany, 1998;
Lin et al. 1998). Para este andlisis se utilizaron 50uL de la dilucion, se adicionaron 50uL de
los estandares y de las muestras. Posteriormente. se agregaron 50ul. del conjugado Toxina
T2-enzima a cada pocillo e inmediatamente después se agregaron 50uL de anticuerpo Anti-
Toxina T2 a cada uno. Se mezcl6 cuidadosamente y se incubd durante 10 min a temperatura
ambiente: transcurrido este tiempo, se vaciaron los pocillos y se lavaron tres veces con agua
desionizada. Posterionnente, se adicionan 100uL del sustrato/cromogeno a cada pocillo y se
incubd 5 min en la oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente, se agregaron 100uL de la

solucién de paro a cada pocillo. Las placas de ELISA obtenidas fueron cuantificadas a 450
nm en un lector de ELISA.

V.2.3. Anilisis de Toxina T2 por CCD.
Extr i6n de la ra.

Se tomod una muestra de 250 g de sorgo y se homogenizé hasta malla 20. En S g de la
muestra obtenida. se adicionaron 25 mL de metanol y se agitaron durante 10 min. a 150 rpm
en el agitador orbital. El extracto obtenido se filtro con papel Whatman No. 1 y el filtrado
se depositdo en un matraz bola de 100 mL., el cual se evapord a sequedad a presion reducida
¥y se empled acetona para el arrastre de la humedad. Finalmente. el residuo se resuspendié
en 500 pL de metanol y fue utilizado para el analisis de Toxina T2 mediante Cromatografia
en Capa Delgada (Langseth y Rundberget. 1998: Lin ct al. 1998).

Cromatografia en Capa Delgada.

Se dispensaron 5 pL del estandar de Toxina T2 1000 pg L™ en una placa de silica gel de
3 x 6 cm mediante una microjeringa. Posteriormente. en la misma placa. se colocaron 10uL
del extracto de la muestra obtenida segin se describe arriba. La placa fue eluida en una
camara que contenina aproximadamente 3 mL de la mezcla de disolventes de fase movil
benceno:acetona (3:2 v/v). la cual fue previamente saturada durante 2 minutos. La elucién
se¢ desarrolld hasta que el frente alcanzo el borde superior de la placa. Posteriormente. la

placa fue revelada en 15 mL de solucién de p-anisaldehido. que contenia 0.25 g de p-
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anisaldehido disueltos en 100 mL de metanol:acido acético:acido sulfurico (85:15:5 v/v), la
placa fue colocada en plancha caliente a 60°C durante 5 min (Trenholm, 1983; Lin et al.
1998: Gore et al. 1984). La identificaciéon de la Toxina T2 se llevé a cabo por comparacion
de los valores de Rf de las manchas de la muestra y el estandar (SIGMA), posteriormente se
llevd a cabo la cuantificacién de la Toxina T2 del estdndar y muestras de sorgo mediante un
transiluminador Alphalnnotech y un Software analizador de imagenes Alphal ™ 2000
3.3.

V.2.4. Anilisis de Toxina T2 por CG-EM.
Extr ién de 1a a.

La extraccion de la Toxina T2 se realizo de acuerdo a técnicas previamente publicadas
(Radova et al. 1998; Langseth y Rundberget. 1998; Schothorst y Jekel. 2001: Krska, 1998).
Se tomd una muestra de 250 g de sorgo y se homogenizé hasta malla 20. En 5 g de la
muestra obtenida. se adicionaron 30 mL de la mezcla de CIH;CN:H20 (84:16) y se agitaron
durante 1 hr a 200 rpm en agitador orbital. El extracto obtenido se filtré con papel
Whatman No. 1 y el filtrado se pasd por una columna de extracciéon en fase s6lida marca
PURITOX®® utilizando vacio. La columna previamente se acondiciond con 6 mL de la
mezcla del eluyente. Posteriormente, al filtrado se le adicionaron 50 mL de etanol absoluto
¥ se evaporo a sequedad. Finalmente. el residuo se resuspendio en 500 pL. de tolueno y fue

empleado para el andlisis de Toxina T2 mediante Cromatografia de Gases acoplada al
Espectrometro de Masas.

Derivatizacion.

La derivatizacion de la Toxina T2 se llevé a cabo de acuerdo a publicaciones previas.
(Tanaka et al. 2000: Schollenberger et al, 1998; Langseth y Rundberget. 1998; Langseth y
Clasen. 1992: Schothorst y Jekel. 2001; Kotal et al, 1999; Gore et al. 1984; Mossoba et al.
1996: Trenholm. 1983: Jiménez et al. 2000; Radova et al. 1998; Rizzo et al, 1986; Moller y
Gustavsson. 1992: Krska. 1998).Se prepararon 100uL de 1a mezcla de Trimetilsililimidazol
(TMSI) y Trimetilclorosilano (TMCS) (6:2). la cual se adicioné al extracto crudo obtenido.

se¢ dejo reposar 15 min a temperatura ambiente agitando cada 3 min. transcurrido este
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tiempo, se colocé el vial en un termo-bloque previamente ajustado a 60°C y fue secado en
atmodsfera de nitrégeno. Posteriormente, se adicionaron 500 pL de tolueno y 1 mL de agua
desionizada, se agité en el vortex durante 30 segundos y finalmente se dejé en reposo hasta
la separacion de las fases. La fase organica fue empleada para et analisis en Cromatografia

de Gases acoplado al Espectrometro de Masas de la Toxina T2 derivatizada.

Cromatografia de Gases

El equipo de CG empleado fue un sistema Finnigan Mat GCQ equipado con una
columna capilar de 30 m de longitud x 0.32 mm de espesor y 0.25 mm de diametro intemo
con fase estacionaria de dimetilpolisiloxano DB-1 (J. & W. Scientific). El gas acarreador
empleado fue helio. Las condiciones del andlisis fueron las siguientes: volumen de
inyeccion 2uL. temperatura del inyector 220°C. Modo splitless abierto 0.01/cerrado 0.00.
Presion a velocidad constante de 35 em seg’'., Rampa de calentamiento: 2 min a 70°C,
incremento de 8°C/min. hasta 270°C; incremento 10°C/min. hasta 290°C y mantener 3

minutos.

Espectréometro de Masas

La columna capilar fue directamente acoplada al detector de masas de tipo trampa
de iones Finnigan Mat GCQ. Los espectros de ionizacion electronica fueron registrados a
70 ¢V. Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: La temperatura de la linea de
transferencia a 280°C. temperatura de la Fuente de ionizacién a 180°C. Modo Barrido
Completo y tragmentacion secundaria de los iones m/z 304 y 364. intervalo de 50-650 mv/z.
polaridad positiva (Rizzo et al. 1986: Radova et al. 1998; Langseth y Rundberget. 1998:
Onji et al. 1998; Schollenberger et al, 1998; Gore et al. 1984; Moller y Gustavsson, 1992:
Kotal et al. 1999: Tanaka et al. 2000; Schollenberger et al, 1998: Langseth y . 1992;
Schothorst ¥ Jekel. 2001; Mossoba et al. 1996: Trenholm, 1983; Jiménez et al, 2000).

V.2.8. Curvas de Calibracién Estandar.
Para la preparacion de las diferentes curvas de calibraciéon se utilizé un estandar de

Toxina T2 marca SIGMA (St. Louis. MO. USA) con una concentracion de 1000 mg L™
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(Disolucion Madre). Para la curva de calibracion de ia Toxina T2 en CCD, a partir de la
disolucién madre, se realizaron las siguientes diluciones: una dilucién 1:10 para obtener el
estandar de 100 mg L', una dilucién 1:4 para una concentracién de 250 mg L'; una
dilucién 1:2 para una concentracion de 500 mg L' y por altimo una dilucién 1:1.4 para el
estandar de 700 mg L™'. Pantiendo del estindar de 1000 mg L' (Disolucién Madre) se
realizd una dilucién 1:10 para tener el estandar a una concentracién de 100 mg L', a partir
del cual se realizaron las diferentes diluciones para las curvas de calibracién utilizadas en
CG-EM de la siguiente manera: se hizo una dilucién de 1:50 para llegar a 2000 pg L'.y
una dilucién de 1:100 para la de 1000 pg L', una dilucién 1:333.3 para una concentracién
de 300 pg L': a partir de la disolucion de 1000 pg L' se realizaron las siguientes
diluciones: 1:2 para la concentracion de 500 jig L', 1:4 para la concentracién de 250 pg L™',
1:5 para la concentracion de 200 pg L', 1:10 para la concentracién de 100 ug L™ y 1:12.5
para la concentracion de 80 pg L°'. Finalmente de la disolucion de 100 pug L' se realizaron
las siguientes diluciones: 1:2 para la concentracién de 50 pug L', 1:2.5 para la concentracién
de 40 pug L°'. 1:4 para la concentracion de 25 ug L™'. 1:5 para la concentracion de 20 pg L™,
1:20 para la concentracién de 5 pg L' y 1:25 para la concentracion de 4 png L. Estos

estdandares se almacenaron a -18°C hasta su uso.

V.2.6. Aniilisis de Toxina T2 Insercion Directa-EM.
Insercion Directa.

Se colocaron 2ull de la muestra en el filamento del inserto directo del Espectrometro de
Masas. La desorcion térmica se llevé a cabo utilizando rampas de calentamiento de O a
1000 mA con velocidades de 2 a 50 mA seg". Las condiciones del detector de masas fueron
las siguientes: temperatura de la fuente de ionizacién a 180°C. Modo Barrido Completo y
fragmentacién secundaria de los iones mv/z 185, 304 y 364. intervalo de 50-650 m/z,
Polaridad positiva (Langseth y Rundberget, 1998; Tanaka et al, 2000; Schollenberger et al,
1998: Mossoba et al. 1996; Rizzo et al, 1986).



VI. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En cl presente trabajo se evalia la mejor metodologia para cl anélisis de 1a Toxina
T2. Los resultados que a continuacion se describen, fueron ensayos con la Toxina T2 por
diferentes técnicas de andlisis. La d ipcion y discusion dc cstos rcsultados hacen

1P

énfasis cn la comparacion de las diferentes metodologins para definir la mejor téenica de
identificacion y cuantificacidn de la Toxina T2.

OBTENCION E IDENTIFICACION DE LA TOXINA T2

El primer paso que sc llcvd a cabo fuc la produccidn dc la Toxina T2 cn cl
laboratorio, para lo cual s¢ activd un cultivo dc hongo Fusarium sporotrichoides cn
medio solido PDA. a los 3 dias s¢ obtuvo un crecimicnto considerabic; ¢l cual sc observé
como un cultivo b , CEPONj dc asp > algod > que produjo un pigmento rojo
intenso después de dos de incubacion. El cultivo activado fuc emplcado para 1a
produccion de Toxina T2 en medio liquido CZAPEK y, a partir de éste medio sc extrajo
1a Toxina T2 después de un mes de incubacidn obtenidnd 91.3 mg dec extracto crudo,

cl cual presenté apariencia de un sélido café claro de consistencia viscosa. En Ia figura 1
se muestran los diferentes cukivos del hongo.
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Para la identificacién de la Toxina T2 obtenida, se llevaron a cabo diferentes
técnicas como Cromatograﬁa. en Capa Delgada y Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Para la identificacion en Cromatografia en Capa Delgada se corrié una muestra de
la Toxina T2 producida por el hongo en una placa de silica gel, en un sistema de elusion
de benceno-acetona (3:2 v/v) y como revelador una solucién acida de p-anisaldehido y se
contrastd con una muestra de estandar de Toxina T2 (SIGMA). En la figura 2, se muestra
la coelucion de las muestras del extracto del cultivo y del estandar de la Toxina T2,

donde se puede observa que presentan Rf similares.

1 2 3
Figura 2. Coelucidén de la toxina obtenida (1 y 2) y el estsindar (3).

El cilculo del Rf de 1a mancha del estandar de 1a Toxina T2 es: Rf=3.1/4.1=0.75,
y el Rf encontrado para la Toxina T2 obtenida del cultivo es: Rf=3.0/4.1=0.73. La
diferencia observada probablemente se deba a que la Toxina T2 obtenida proviene de un
extracto crudo del medio de cultivo, por lo tanto pueden existir interferencias por la

presencia de muchas otras sustancias que determinan la diferencia en el valor del Rf.

Adicionalmente, para la identificacién de la toxina en el extracto obtenido, se
realizd un andlisis por medio de CG-EM, siguiendo las condiciones de operacion
planteadas por Tanaka et al, 2000 y Rizzo et al, 1986. Inicialmente, fue determinado el
tiempo de retencion de la toxina T2 utilizando un estindar de 1a toxina; el tiempo

establecido fue de 28:20 minutos. Posteriormente, se inyectd la muestra de la toxina
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obtenida, en la cual se observaron dos picos mayoritarios, los cuales fueron identificados
como DAS y Toxina T2 respectivamente, mediante la comparacién de los tiempos de
retencién y por la similitud encontrada con los espectros de los estandares obtenidos de la
biblioteca NIST. Por otro lado se observa en el cromatograma una gran cantidad de
pequefios picos, creemos que estos se deben al medio de cultivo ya que este ensayo se
llevé a cabo con un extracto crudo. En la Figura 3 se observa el cromatograma de los
tricoticenos obtenidos del cultivo de F. sporotrichoides.

chrunltcnrm Plot D3N\, .. \PLNTALIL 10/08/01 212:57:51
i Retention Time: 6:28 AIC: B31802_  Mazz Mance:
F‘1ul(ed' 3!5 to 2708 Range: 1 to 2708 1ok = 443743‘353
25% = Saturated scans N
DAS T
TOT o
PSR eratinshanslo] uda-l‘ |
400 =00 1700 1600 2000 2400
6:43 1323 20103 26143 35523 40:03
Figura 3. Cromatograma de tricoti b idos del cultivo de F. sporotrickoides.

Background Subtract 10/08/012 12:57:51
Commant :

Average of: 1693 tn 1697 Hinusz: 1668 to 1672 100% = 1852331
100% 18%
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Figura 4. Espectro de M de Ia Toxina T2 ob ida del cultivo del hongo.
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Por otro lado. en la Figura 4 sc presenta el Espectro de Masas de la fraccion
correspondiente a la Toxina T2 del extracto obtenido, el cual a través de la comparacion
de abundancia relativa de los picos mas importantes encontrados con el espectro del
estandar puro. nos permite confirmar su identidad quimica,

En la Figura 5 se presenta un esquema que describe la propuesta probable de
fragmentacién que explica la existencia de los fragmentos 304 y 364 que posteriormente
fueron utilizados en los andlisis de fragmentacidén secundaria.

o OH

miz 304
>=°

Figura S. Formacion de los fragmentos 304 y 364 de 1a Toxina T2
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ANALISIS DE LA TOXINA T2 POR CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA.

Con relacién a la cuantificacion de la Toxina T2 por medio Cromatografia en
Capa Delgada. se evaluaron siete metodologias reportadas previamente (Lin Leming et
al, 1998), con diferentes mezclas de disolventes de elucioén y reveladores. Los detalles de
los métodos evaluados se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Si de eluciéon y revelado para ¢l anilisis de Toxina T2 por CCD.

Autor Si de Elucié Revelador

J.F. Hewetson et al (1984) | CHCl;-ACOEt-EtOH Rociar con 4-(p-nitrobencil) piridina.

(50:25:25 V/V) calentar por 30 min. a 150°C.

B. Yagen. A. Sintov | Tolueno-AcOEt-Acctona Rociar con metoxido de Sodio o butéxido

(1986) (7:2:1 V/V) de Sodio y observar en UV.

R.D. Wei. F.S. Chu (1986) { Tolueno-AcOEt Rociar con H;SOy (1:3 V/V) y calentar en
S (:3 v/V) parrilla.

H.M. Stahr et al (I>98_6) MeOH-H-0-CH,;COOH Rociar con icido cromotrépico y calentar

e (65:35:1v/v) con 0.5% de NaCl de 4-5 min. a 110°C.

B.B. laruis et ;!I ’(‘19‘1)2)‘ X Diclorometano-MeOH Observar con luz UV a 365 0 254 nm,
TR (92:8 WIV)

D.G. Corley et al Benceno-Acetona (3:2 V/V) Rociar con sol. de p-anisaldchido (0.25mL

(1984) |

p-anisaldehido en MeOH-CH,;COOH-
H.S0, 85:15:5 V/V) calentar en parrilla.

A. Bata. A. Vanyi. R. | Benceno-Acetona (12:7 V/V) Rociar con 4-(p-nitrobencil) piridina al

Lasztily (1987) 1% en tel;'aclomro de carbono-CHCI,C
(3:2 V/V) ido de il i

al 10% en tetracloruro de carbono-CHCI,
(3:2 V/V) calentar’ por 30 min. a 150°C.
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Con base en la mejor separacién de los componentes de tricoticenos de las
mezclas de estudio, asi como la mejor sensibilidad y correlacién entre la intensidad de las
manchas y la concentracién; fue seleccionado el método de D.G. Corley et al (1984), fase
mévil benceno-acetona (3:2 v/v), solucidén reveladora de p-anisaldehido (0.25mL p-
anisaldehido en MeOH:CH3;COOH:H,SO, (85:15:5 v/v), €l revelado se realizé con

exposicién directa a una plancha térmica.

Una vez seleccionadas las mejores condiciones de trabajo para la Cromatografia
en Capa Delgada, se procedio con el analisis del estandar de Toxina T2, el cual se analizé
en un intervalo de concentracion de 0.1 a 0.7 mg mL"', en la Figura 6, se observan dos
placas que muestran los perfiles de separacién del estandar. Posteriormente, se construyd
una curva de calibracion tomando como referencia las concentraciones del estandar y las
intensidades respectivas obtenidas mediante el densitémetro “Alpha Innotech™, los datos
correspondientes a la curva de calibracién se pueden observar en la Tabla 2, en la cual se
presentan los promedios de las intensidades de cada mancha y las desviaciones estandar
respectivas, las diferentes diluciones utilizadas se describen en el apartado V.2.

Finalmente, en la Figura 7 se presentan graficamente los datos de la curva de calibracién

obtenida, en la cual se observa que ¢l método es lineal hasta niveles de 0.5 mg ml™
(R®=0.91), y se encontré un orden de magnitud de la sensibilidad de 0.1 mg mL"",

- o . et

Figura 6. Placas de estiandar de Toxina T2 a diferentes concentraciones.

TESIS CON
’ FALLA DE ORIGEN
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Tabla 2. Curva de Calibracién de esténdar de Toxina T2 en CCD

Concentracién (mg mL™") Promedio de AVG Desviacién Est.
0.10 29 7.071
0.25 54.5 9.192
0.50 75.5 0.707
0.70 79 0.000
AVG= Valor promedio de la densidad 6ptica después de la correccion del fondo.

38888388

Valor Promedio de la densidad Gptica
después de fa cormeccidn del fondo
(AVG)

oo0 01(;7 o020 i 030 040 0sa O-CO 0‘70 nau
Concentracioncs {(mg L-1)

Figura 7. Curva de Calibracién por D i ria de CCD estandar de Toxina T2.

Para confirmar los parametros linealidad y sensibilidad encontrados para la
técnica de CCD, se analizaron muestras extraidas de sorgo para la identificacion y
cuantificacién de la Toxina T2, empleando muestras de sorgo de referencia preparadas
con niveles conocidos de Toxina T2 como se muestra en la Tabla 3. Posteriormente, se
1levo a cabo la extraccién de las muestras, la cual se describe en el apartado V.2 material
y metodologias de este trabajo (Langseth et al, 1998). En la Figura 8 se presenta la
cromatoplaca correspondiente a la separacién de dos muestras de sorgo, incluyendo un
estandar de Toxina T2 de concentracién conocida. Se puede notar que la muestra 1
presenta una mancha con un Rf=0.82, el cual es similar al del estaindar (Rf=0.84), en
tanto que para la muestra 2 no se registra la presencia de la Toxina T2.
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Tabla 3. Niveles de Toxina T2 en muestras de sorgo de referencia

Muestras de Sorgo Concentracién (mg mL™’)
Mtra 1 0.99
Mtra 2 B 0.44

Est mtral Mtra2

Figura 8, Coelucién de 2 ras de sorgo y el estandar de la Toxina T2,

De los resultados obtenidos se observa que el método de analisis por CCD no
registra niveles de Toxina T2 por debajo de 0.99 mg mL™' en muestras de sorgo ya que la
muestra 2 con niveles de 0.44 mg mL"' no se observa en el revelado. Por otro lado, se
realizaron ensayos con muestras reales de sorgo contaminadas con Toxina T2, de las
cuales no se obtuvieron resuitados detectables, probablemente esto se debe a la gran

complejidad de las mezclas, asi como a la baja sensibilidad encontrada para este método.

Finalmente, se puede decir que de acuerdo a los resultados obtenidos, la
determinacion cualitativa y cuantitativa de la toxina T2 por medio de Cromatografia en
Capa Delgada tiene limitaciones de sensibilidad, por lo cual su uso es restringido a
analisis cualitativos o bien la determinacion de intervalos de concentracion por arriba de
0.9 mg mL"' en muestras de sorgo. En > A Sus V j

podemos mencionar que es
una técnica barata, sencilla y accesible, sin embargo, dentro de sus desventajas se
encuentra que la «écnica de extraccion no es eficiente y su tiempo de proceso es largo
(155 min.).
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SELECCION DEL METODO PARA LA DERIVATIZACION DE LA TOXINA T2

Continuando con las metas experimentales, se realizé la cuantificacion de la
Toxina T2 por medio de Cromatografia de Gases acoplado al Espectrometro de Masas. el
andlisis se realizé en dos modalidades. derivatizando la Toxina T2 y sin derivatizar,

obteniéndose los siguientes resultados:

Para establecer las mejores condiciones de analisis de la Toxina T2 mediante la
técnica de Cromatografia de Gases se evaluaron 5 reacciones diferentes para la
derivatizacion. La primera derivatizacion (Rizzo, et al, 1986; Langseth, et al. 1992 y
Mossoba, et al. 1996) consistié en una reaccion de sililacidon que presenta dos variantes.
las diferencias entre estas variantes radican en la mezcla de derivatizadores usada, la
temperatura de reaccion y los disolventes de extraccion. Los detalles de las dos formas de
reaccion para la primera derivatizacion se muestran en la Tabla 4. Con las dos formas de
reaccidn se derivatizaron muestras de una mezcla de tricoticenos y un estindar puro de
Toxina T2 con a una concentracion de 17 ug mL"'; los resultados cromatogrificos de la

inyeccion de estas muestras de estiandares también se presentan en la Tabla 4.

Tabla $. R i6n de sililacion de Toxina T2

Reaccion 11
Reaccion |

Tipo de Reaccion TMSIL. TMCS, Acetato de etilo (1:0.2:9)
TMSI Calentar a 60°C por 1 hora

A Temp. ambiente por 15 min.

Mezcla de Mezcla de
Concentraciéon . N .

Toxinas: T2. DAS Toxina T2 Toxinas: T2, DAS y Toxina T2

(7 pgmi")

y NEO NEO

Area Bajo la

13.026.226 28.576.801 813.923 2.176,598
Curva

Riqueza 12111712 179.472,170 22.975.284

En la Tabla 4 s¢ observa que 10s picos de la reaccion ! tienen mayor rendimiento

qgue l1a reaccion 1l. dado que 1a riqueza y el drea bajo la curva en la reaccioén | son cerca de
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ocho veces mas intensos que los observados en la reaccion Il. Lo anterior puede ser
explicado en funcién del efecto de la temperatura a la cual se realiza la reaccién 1, con lo
cual los rendimientos de los productos aumentan, sin embargo, la formacion de dos fases
al 1érmino de la derivatizacién agregando agua y hexano para la reaccion 1 y acetato de
etilo en la reaccioén 11, resulta en una separacién pobre de las fases, con lo cual se dificulta
la toma de la muestra para la inyecciéon. Adicionalmente, se observé que la utilizacion de
agua en la formacién de las fases no es recomendable, ya que los niveles de humedad
residual de las muestras son elevados, con lo cual se afecta la reproducibilidad de los

ensayos y en general se perjudica al desempefio de la columna y la camara de ionizacién
del espectro de masas.

En las figuras 9 ¥y 10 se presentan los cromatogramas obtenidos de acuerdo a la
metodologia de la primera derivatizaciéon tanto con la mezcla de estandares de
tricoticenos asi como el estindar de la Toxina T2 siguiendo la metodologia de la

Reaccién 1. En la figura 9 se observa que se obtienen los tres tricoticenos derivatizados y
la resolucion no es suficiente.

Shrl’lu:ngram #lat D3\. .. \PLNTANLA 07/25/01 14:20:50
T3an e Retention Time: 21:06 RIC: 23813224 Mass Ranae
;1;;;«& 1253 to 2403 Range: 1 ta 1008 = 1570003353
TOT
NEO o
DAS\ / ‘
1400 1600 1800 00 2200
23:23 36143 30:03 33:23 36:43
Figura 9. Cromatograma de la de estdndares de tri

Ia Reccién 1.
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Figura 10. Cromatograma de la Toxina T2 derivarizada por la Reaccién L.

En la figura 10 se observa el cromatograma de la Toxina T2 una gran saturacién e
impurezas lo que no permite identificar con claridad el pico de la toxina, probablemente

esto se debe a los productos obtenidos de lar ion asi como al disolvente de extraccién

utilizado (hexano) ya que arrastra agua y esto provoca que la linea base se mueva.

Posteriormente en las figuras 11 y 12 se presentan los espectros de masas de la
reaccion 1 de la Toxina T2 en la mezcla de tricoticenos y de la Toxina T2 derivatizados
respectivamente. En estos espectros de masas se confirma la obtencion de la Toxina T2
ya que se observan los fragmentos caracteristicos de esta toxina derivatizada (m/z 436 y
350). asi mismo se observa que existen otros fragmentos que no corresponden a la
fragmentacion secundaria de la Toxina T2, esto probablemente se deba a la presencia de
ftalatos provenientes de los disolventes y a residuos de la columna capilar ya que se

observé que los disolventes de extraccién utilizados no son los ideales para la col

capilar.
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Figura 12, Espectro de M del estindar de la Toxina T2 derivatizada por la
- Reaccion L.
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En las figuras 13 y 14 se presentan los cromatogramas obtenidos de acuerdo a la
metodologia de la primera derivatizacién tanto con la mezcla de estandares de
tricoticenos asf como el estandar de la Toxina T2 siguiendo la metodologia de la
Reaccién 1I. Como se puede observar en los cromatogramas obtenidos, la separacion de
los picos es deficiente, ademas se observa que la linea base esta elevada, esto
probablerﬁenle se debe a la disolucién de la fase estacionaria de la columna capilar
provocado por la presencia de agua proveniente de la separacién de las fases ya que el
acetato de etilo puede arrastrar agua.

Posteriormente en las figuras 15 y 16 se presentan los espectros de masas de la
reaccion 1l de la Toxina T2 en la mezcla de tricoticenos y de la Toxina T2 derivatizados
respectivamente. En estos espectros de masas se confirma la obtencién de la Toxina T2
ya que se observan los fragmentos caracteristicos de esta toxina derivatizada (m/z 436 y
350), asi mismo se observa que existen otros fragmentos que no corresponden a la
fragmentacién secundaria de la Toxina T2, esto se debe a la presencia de residuos de 1a
columna capilar, ya que se observé que el acetato de etilo arrastra agua y ésta disuelve la
fase estacionaria de la columna capilar, la cual se identificé en el detector de masas por
medio de la biblioteca NIST.

Chromatogram plot B:\...\PLNTALS 07/25/01 15:04:3%
i amment :

v W31 1208 Ketention Time: 20:11 1337419 Maz: Range: 50 - 645
:“l:r’;orh 1708 to 3011 17te 3011 1005 = $30749516
2.

T

¥

Tor |

1600 2000 2400
26:43 33:23 40:03
Figura 13. Cromatograma de la de dndares de tri deriv dos por

la Reccién 11
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L.a segunda reaccion de derivatizacion evaluada (Trenholm, et al, 1983; Redova,

et al, 1998) consistié en una reaccién de sililacién. Los detalles de los reactivos

’ empleados, los tratamientos de reaccion y los disolventes de extraccion se muestran en la
Figura 17, de la cual si se obtuvo la toxina volatilizada.

‘ Tomar 100ul de Toxina TZ_J '—Ugregar 1 mi de agua l

I Evaparar Disolvente con N,

!

l Agregar 500ui de isoctano J

Agregar 100 pl de
ToMTMCS (6:2) I [ Colocar en el Vortex 30 seg. ]
15 min. a temp. ambiente y 15 Extraer la fase organica y
min. a 60°C secando con N guard:rla en congelacion
L asta su uso.
Figura 17. Esq de la todol

gia para la segunda derivatizacién.

TESIS CON J
FALLA DE ORIGEN]
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Para la tercera reaccién de derivatizacion que fue evaluada (Gore, 1984;
Schothorst, et al, 2001), se llevé a cabo en las mismas condiciones que se describen para
la segunda derivatizacién, siendo la uUnica diferencia la mezcla de derivatizadores
empleada, que para el caso de esta reaccién fue: N-trimetilsililimidazol (TMSI), N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) y trimetilclorosilano (TMCS) en una
proporcién de 3:3:2. Con esta reaccién no se obtuvieron derivados volatiles de Toxina

T2, ya que en los cromatogramas correspondientes no se observé ningun pico.

La cuarta derivatizacién evaluada ( Kotal et al, 1999) fue una trifluoroacetilacién,
en la cual se empled bicarbonato de sodio anhidro, anhidrido trifluoroacético (TFAA)
como reactivos catalizadores de la reaccion. Las condiciones para esta reaccién fueron:
incubacién a 80°C por 30 minutos, posteriormente se adicioné tolueno y agua para forzar
la separacién de las fases de la reaccién, se recuperd la fraccion organica y se le agregd
sulfato de sodio anhidro. La quinta reaccién de derivatizaciéon evaluada (Schollenberger
ct al, 1998) también consistié en una reaccion de trifluoroacetilacién, el procedimiento
que se llevd a cabo es similar a la cuarta derivatizacion descrita, con la diferencia de la
temperatura de incubacién de la reaccién, que para este caso fue de 60°C por 20 minutos.
De estas dos reacciones de trifluoroacetilacién no se obtuvieron derivados, ya que los
cromatogramas de estas reacciones no muestran picos correspondientes a la Toxina T2.
Lo anterior puede ser explicado en funciéon de los impedimentos estéricos que se
presentan, tanto en el hidroxilo libre de la Toxina T2, asi como por el reactivo
derivatizador voluminoso empleado. Adicionalmente, las propiedades acidas del acido
trifluoroacético pueden determinar reacciones de apertura del epoxido de la Toxina T2 asi
como reacciones de eliminaciéon de las cadenas laterales.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con las 5 diferentes reacciones de
derivatizacion evaluadas, se determind que la segunda reaccién fue la mas adecuada, ya
que se obtuvieron los mejores resultados en > al rendimi > de la Toxina T2

derivatizada y por tanto de mayor sensibilidad. Los resultados que se muestran mas
adelante fueron obtenidos empleando dicho método de derivatizacién.
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ANALISIS DE LA TOXINA T2 MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS

La cuantificacién de la Toxina T2 por medio del Cromatégrafo de Gases acoplado
al Espectréometro de Masas que se describe a continuacién se agrupa de acuerdo a la
derivatizacién de la toxina y al tipo de fragmentacion que se llevé a cabo en el
espectrémetro de masas, ya sea en modo de Barrido Completo o EM/EM. Cabe
mencionar que los iones 304, 364 y 350 m/z, fueron elegidos en base a su alto peso
molecular y a su especificidad respecto de la Toxina T2, lo cual se determiné en base a la
literatura consultada (Rizzo et al, 1986; Radova et al, 1998; Langseth y Rundberget,
1998; Onji et al, 1998; Schollenberger et al, 1998; Gore et al, 1984; Moller y Gustavsson,
1992; Kotal et al, 1999; Tanaka et al, 2000; Schollenberger et al, 1998; Langseth y ,
1992; Schothorst y Jekel, 2001; Mossoba et al, 1996; Trenholm, 1983; Jiménez et al,
2000).

A. Anilisis de Toxina T2 sin derivatizar en modo de Barrido Completo.

Para la cuantificacion de la Toxina T2 sin derivatizar en modo de Barrido Completo,
se realizé una curva de calibracién con un estandar de concentracién conocida. Las
condiciones empleadas en el sistema del Cromatégrafo de Gases acoplado al Espectro de
Masas asi como las diferentes diluciones de la curva de calibracion se describen en la
secciéon de materiales y metodologias. En la Tabla 5 se presentan las concentraciones de
los estandares empleados en este experimento, asi mismo se pueden observar los
resultados del area de los picos obtenidos con la integracién de los picos correspondientes
a la Toxina T2. Adicionalmente, en la Figura 18 se presentan en forma grafica los datos
obtenidos de la curva de calibracion, como se puede observar en esta grifica, se encontrd
que existe una correlacion lineal de R?=0.98 entre la concentracién de la toxina y la
respuesta del equipo en un intervalo de 4 a 200 ug L', concentraciones por arriba de 200
ug L7, se pierde la linealidad, probablemente se debe a la saturacién del equipo.
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Tabla S. Curva de calibracién de Toxina T2 sin derivatizar en modo Barrido

Completo.
Concentracién Area Bajo la Curva
(gL (ABC)
4 890

20 7198

40 7653
80 13872
200 . 31920
1000 . 45117

50000
45000 -
40000 -
35000 -
30000
25000
20000 -
15000 -
10000
5000
] - e i mmeme - EENUON PR

o 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Concentracion (ug L-1)

Area Bajo 1a Curva

Figura 18. Curva de calibracion de Téxina T2 sin derivati en do de Barrido

Completo.

No obstante, de que la técnica descrita, indica un orden de magnitud de
sensibilidad de 4 pg L7, cuando se aplicé en el anilisis de muestras reales de sorgo
contaminadas no se detecté la presencia de la Toxina T2 en muestras que previamente
habian sido valoradas mediante la técnica de ELISA. En la Tabla 6 se muestran los
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resultados obtenidos del analisis de muestras reales de sorgo, donde se presentan valores
en un intervalo de 10 a 387 ug Kg'', los cuales no fueron registrados mediante el analisis
de la Toxina T2 sin derivatizar en modo de Barrido completo. Los resultados anteriores
demuestran la importancia de la derivatizacién de la toxina para aumentar la volatilidad
del compuesto y permitir distinguir su presencia en una matriz heterogénea como la que
se obtiene de un extracto de sorgo. Por otro lado. 1a poca sensibilidad encontrada por esta
técnica se puede explicar en base a que se requieren detectar cantidades muy pequedas de

1a Toxina T2 en una matriz compleja y se observan muchas interferencias.

Las ventajas observadas en esta metodologia son: el orden de magnitud de la
sensibilidad encontrado es mejor respecto a la CCD, no se encontraron grandes
interferencias en los experimentos debido a disolventes: el tiempo de proceso (100 min)
es menor que para la CCD: entre las desventajas estin la pérdidas de la toxina durante el
procedimiento de la extraccion ya que se requieren de muchos pasos intermedios para

llegar al extracto final y la poca sensibilidad encontrada. asi como su instrumentacion.

Tabla 6. Muestras de sorgo reales analizadas por la técnica de CG-EM modo de

Barrido Compl sin derivati y ELISA.
Muestra ELISA CG-EM
(ng Kg') (gl
280.85 ND
2 387.10 ND
3 14.88 ND
4 10.14 ND
5 36.90 ND
6‘ 35.36 ND
7 13.50 ND
T8 10.00 - ND
9 44.00 ND
10 61.10 ND

ND. No detectado
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B. Anilisis de Toxina T2 sin derivatizar en modo de EM/EM.

Para la cuantificacion de la Toxina T2 mediante Cromatografia de Gases y
Espectrometria de Masas en modo de EM/EM, se realizé una curva de calibracién (Tabla
7) con un estindar de concentracién conocida en un intervalo de $ a 500 ug L°' como se
describe en la seccién de materiales y metodologias. Las diluciones obtenidas se
inyectaron al cromatégrafo de gases acoplado al Espectrometro de Masas. en este altimo
se utilizdé EM/EM, monitoreando el fragmento ion 304. Los resultados de la riqueza
obtenidos por este método para cada dilucién se presentan en la Tabla 7 y en la Figura 19,
donde se indica que el coeficiente de correlacion obtenido para los tres puntos detectados
fue de r’=0.91. la linealidad obtenida no es 6ptima, sin embargo la finalidad es observar
la tendencia de la curva. ya que no se optimizé el método. De los resultados obtenidos. se
encontré que el orden de magnitud de la sensibilidad es de 100 pg L™, por otro lado. se
observa que los niveles de Toxina T2 en el intervalo de 5 a 50 ug L' no fueron
detectados mediante esta técnica. lo cual podria ser explicado debido a las diferentes
diluciones que se realizaron para obtener esas concentraciones tan bajas, aunado a la poca
abundancia relativa que presenta el ion 304 (40%).

‘Tabla 7. Curva de calibracién de Toxina T2 en EM/EM ién 304.

Concentracion (pg Lh Riqueza
5 ND
25 ND
50 ND
100 31
250 ] 37
500 B 100

ND. No detectado
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Figura 19, Curva de calibracién de Toxina T2 sin derivatizar EM/EM ién 304.

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos del analisis de muestras de
sorgo de referencia. Estas muestras se prepararon asperjando una concentracién conocida
de Toxina T2 en sorgo previamente analizada la cual no contenia la toxina y
posteriormente se realizaron diferentes diluciones, los niveles de Toxina T2 empleados en
este experimento se encontraban en un intervalo de 90 a 450 ug L°'. Los valores de
Toxina T2 obtenidos mediante esta técnica concuerdan en un 91% con respecto a los
valores esperados en las muestras de referencia (Figura 20). Los resultados indican que la
técnica de EM/EM aumenta la sensibilidad para la Toxina T2, gracias a la eliminacién de
las interferencias presentes en la muestra a través de la seleccidon de los fragmentos que
son especificos en esta toxina como es el caso del ié6n 304.

Entre las ventajas observadas en este método de anilisis, se encuentran el orden
de magnitud de la sensibilidad encontrado es mejor respecto a la CCD y a la CG-EM
modo de Barrido Completo, respecto a la sensibilidad mejora al doble respecto a la CG-
EM modo de Barrido Completo, no se encontraron grandes interferencias en los

experimentos debido a disolventes; ¢l tiempo de proceso es menor Qque para la CCD e
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igual al modo de Barrido Compileto (100 min.); entre las desventajas estan la pérdidas de

Ia toxina durante el procedimiento de la extraccidén ya que se requieren de muchos pasos

intermedios para llegar al extracto final, asi como su instrumentacién.

Tabla 8. Muestras de sorgo de referencia analizadas por la técnica de CG-EM

EM/EM ién 304 sin derivatizar

No. de . -1 N ]
Concentraciéon Estimada (g L.”') | C i6n Ot da (ug L)
muestra
1 90 295
2 180 331
3 270 340
4 360 419
5 450 472
6 280 324
7 387 400
500
= .
Z 450
=
8 400
g 350
]
S
g 300
S
£ 250 -
(%]
200
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Concentracién Estimada (1 gl-1)
Figura 20. Correlacién entre los valores Esti dos y Ob idos de Toxina T2

mediante CG-EM modo EM/EM i6n 304 sin derivatizar.
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C. Cuantificacién de Ila Toxina T2 derivatizada en modo de Barrido Completo.

Para la cuantificacién de la Toxina T2 derivatizada mediante la técnica de CG-EM en
modo de Barrido Completo, se realiz6 una curva de calibracién con un estindar de
concentracién conocida, de la cual se llevaron a cabo diversas diluciones que
previamente se derivatizaron (Tabla 9) las cuales se describen el el apartado de material y
metodologia, se empled el procedimiento descrito en la segunda derivatizacién. El
producto obtenido de la derivatizacién fue analizado en el Espectréometro de Masas en
modo de Barrido Completo y las areas correspondientes a cada dilucién se muestran en la
Tabla 9. Adicionalmente, en la Figura 21, se présenla 1a curva obtenida en forma grafica,
donde se observa que la linealidad del método posiblemente se encuentra en el intervalo
de 50 a 250 pug L' y la linealidad obtenida (R?=0.91) no es optima, sin embargo la
finalidad es observar la tendencia de la curva, ya que no se optimizé el método. Se

observa que el orden de magnitud de la sensibilidad se encuentra alrededor de 50 pug L.

Tabla 9. Curva de calibracién de Toxina T2 derivatizada en CG-EM en modo de
Barrido Completo.

Concentracion (ug L) Area Bajo la Curva (ABC)
50 776
300 1658
2000 2934

3500 AR _— e s ——— e

3000 - JEOQUpEIDS

2500 G- e

2000 -

1500 -

1000 -

Area Bajola Curva
.

500 - .- P VORI
D ¢ v e e e e e L
o 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250
Concentraciéon (ug L-1)
Figura 21. Curva de calibracién de Toxina T2 derivatizada en CG-EM en modo de
Barrido Completo.
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De las ras les de sorgo lizadas por esta metodologia no se obtuvieron
resultados ya que no se registré la presencia de la Toxina T2 en los cromatogramas

comrespondientes. Probablemente esto se debid a la reaccion de derivatizacién, ya que al

llevar a cabo este tipo de r i6én en una la tan heterogénea como es el extracto de
muestras de sorgo. es posible que reaccionen mas componentes de ésta mezcla haciendo
deficiente la derivatizacion de la Toxina T2 y generando gran variedad de compuestos
que no permiten una adecuada separaciéon en el cromatdgrafo de gases asi como una
deficiente identificacion en el detector de masas.

Entre las ventajas encontradas en este método de anilisis se encuentran el orden de
magnitud de la sensibilidad determinado, el cual es mejor respecto a la CCD y a la CG-
EM modo de Barrido Completo y modo EM/EM sin derivatizar la cual es de 50 ug L', el
tiempo de proceso es menor que para la CCD; entre las desventajas estan la pérdidas de la
toxina durante el procedimiento de la extraccidn. ya que se requieren de muchos pasos
intermedios para llegar al extracto final, su tiempo de proceso es mayor (140 min.) al
analisis de la toxina sin derivatizar, se tienen muchas mas interferencias que se derivan
del tipo de reaccién y finalmente su costosa instrumentacion.

D. Cuantificaciéon de 1a Toxina T2 derivatizada en modo EM/EM del ién 350.

Para la cuantificacion de la Toxina se realizd una curva de calibracién con un
estandar de concentracion conocida, de la cual se llevaron a cabo diversas diluciones que
previamente se derivatizaron (Tabla 10), las cuales se describen el apartado de material y
metodologia, se empled €l procedimiento descrito en la segunda derivatizacién. Estas
diluciones se inyectaron al Cromatografo de Gases acoplado al Esp 5 o de M

en modo EM/EM ién 350. En la Figura 22 se presenta la curva de calibracion obtenida
mediante este experimento. en la cual se observan las diferentes diluciones asi como la
respuesta del equipo para cada una de ellas donde se indica que el coeficiente obtenido
para los tres puntos detectados fue de r°=0.94, la linealidad obtenida no es la éptima. sin

embargo la finalidad es observar la tendencia de la curva. ya que no se optimizo el
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método.. De los resultados obtenidos, se encontré que el orden de magnitud de la
sensibilidad es de 100 ug L™, por otro lado, se observa que los niveles de Toxina T2 en el
intervalo de 5 a 50 pug L' no fueron detectados mediante esta técnica, lo cual podria ser
explicado debido a las diferentes diluciones que se realizaron para obtener esas
concentraciones tan bajas, a la técnica de extraccion y esto aunado a la poca abundancia
relativa que presenta el ién 350 (40%).

Tabla 10. Curva de Calibracién del estindar de Toxina T2 derivatizado en modo

EM/EM ién 350.
Concentracion (ug L") Area Bajo 1a Curva (ABC)

5 ND

25 ND

50 ND
100 97
300 216
500 : 512

ND= No Detectado

Area Bajo la curva
W
3

Concentraciéon (ugi-1)

Figura 22. Curva de Calibracién del estindar de Ia Toxina T2 derivatizada en
modo EM/EM del ién 350.
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De las muestras reales de sorgo analizadas por esta metodologia no se obtuvieron
resultados va que no se registré la presencia de la Toxina T2 en los cromatogramas
correspondientes. Se esperaba que la técnica de EM/EM aumentara la sensibilidad para la
Toxina T2. debido a la eliminacién de las interferencias presentes en la muestra a través
de la seleccidn de los fragmentos que son especificos en esta toxina como es el caso del
i6on 350, sin embargo. esto no se observd probablemente debido a la gran cantidad de
pasos intermedios que se realizan durante ¢l proceso de extraccion de las muestras y a la
reaccion de derivatizacidn. ya que al llevar a cabo este tipo de reacciéon en una mezcla tan
heterogénca como es el extracto de muestras de sorgo. es posible que reaccionen mas
componentes de ésta mezcla haciendo deficiente la derivatizacion de la Toxina T2 y
generando gran variedad de compuestos que no permiten una adecuada separacion en el

cromatdgrato de gases asi como una deficiente identificacion en el detector de masas.

Los resultados obtenidos del anadlisis de la Toxina T2 derivatizada mediante
Espectrometria de Masas en modo de Barrido Completo y en modo EM/EM. permitieron
establecer que el orden de magnitud encontrado es de 50 y 100 ng L' para modo de
Barrido Completo y EM/EM respectivamente. Lo anterior puede ser explicado en funcién
de Ia reducida abundancia relativa que presenta el ion especifico seleccionado (m/z 350).
No obstante. de que los niveles de deteccidon son menores en el modo de EM/EM. se
observa que la seleccion de un solo idén para su fragmentacion secundaria permite obtener
una mayor pureza electronica en la deteccion de la Toxina T2, En la Figura 23 se

observan los cromatogramas obtenidos empleando las dos técnicas descritas.

Entre las ventajas encontradas en este método de analisis se encuentran el orden
de magnitud de la sensibilidad encontrado. el cual es mejor respecto a la CCD y a laCG-
EM modo de Barrido Completo sin derivatizar, no se encontraron grandes interferencias
en los experimentos debido a disolventes; el tiempo de proceso es menor que para la
CCD: v la correlacion encontrada de la curva de calibracion (r°=0.94) es mejor que la
obtenida en la misma técnica pero sin derivatizar (1©=0.91). Entre las desventajas estin la

pérdidas de la toxina durante el procedimiento de la extraccion ya que se requieren de
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el tiempo de proceso es

considerablemente mayor (140 min.) debido al proceso de derivatizacion, se observa una

menor sensibilidad respecto al modo de Barrido Completo derivatizado, y finalmente su

instrumentacién es complicada.
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Cuantificacién de la Toxina T2 Sin derivatizar por Insercién Directa-EM.

Para el andlisis de la Toxina T2 mediante insercion directa en Espectrometro de

Masas, inicialmente se determiné la rampa de temperatura 6ptima para la desorciéon de la
muestra en }a camara de ionizacién. En la Figura 24 se presentan los resultados obtenidos

con diferentes velocidades de calentamiento del filamento del inserto directo, las cuales

se variaron en un intervalo de 2 a 50 mA seg’’, se puede observar que la mezcla presente

en las muestra analizada se resuelve en forma 6ptima con una velocidad de 5 mA seg’
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Una vez establecida la velocidad éptima para el anilisis de Toxina T2 mediante el
Inserto Directo del Espectréometro de Masas, se procedié a 1a cuantificacion de muestras
de estdndar de Toxina T2 y de muestras de sorgo de referencia conteniendo niveles de
toxina en un rango de 18 a 3000 ug L', en los modos de Barrido Completo y EM/EM
monitoreando la fragmentacién de los iones 185, 304 y 364 m/z. En la Figura 25 se
presentan los termogramas obtenidos del analisis de muestras mediante la insercion
direcia, a partir de estos andlisis se puede observar que los mejores resultados en cuanto a
sensibilidad y resolucién, se obtienen a través de la fragmentacién del ién 364, con el
cual se registra la Toxina T2 hasta niveles de 45 ug | Yy presenta una variacién entre los
valores esperados en las muestras de referencias y los valores experimentales de 13%.
Cabe mencionar que estos parametros analiticos son aceptables considerando que las

muestras no fueron derivatizadas, ni fueron separadas en el Cromatégrafo de Gases.
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Entre las ventajas encontradas mediante ésta técnica se encuentran la deteccion de
la Toxina T2 a niveles por debajo de todas las técnicas analizadas, no se requiere la
derivatizaciéon de la toxina. ni la separacion en el cromatégrafo de gases, su tiempo de
proceso e€s muy corto. Una de las grandes desventajas de este método es su costosa
implementacion, ya que se requiere una configuracion del equipo de anilisis de masas
que permita la insercion directa de las muestras a la camara de ionizacion, asi como los

filamentos det inserto directo los cuales son fragiles y costosos.

Comparaciéon de las Técnicas utilizadas para el analisis de Toxina T2

Finalmente. en la Tabla 11, se presenta la comparacién de las diferentes técnicas
instrumentales que fueron evaluadas para el analisis de la Toxina T2. Cabe mencionar

que ¢! limite mdximo permitido por las Normas de Regulacion en México es de 150 pg
L.

En la Tabla 11 se observa que la técnica con el mejor orden de magnitud de
sensibilidad encontrado es la Insercion Directa en el espectro de masas con 45 pg L' en
contraste. la técnica de CCD presenta un orden de magnitud minimo encontrado de 900
pge L. Adicionalmente. de todas las técnicas evaluadas, la que requiere el menor tiempo
de proceso ¢s la técnica de Insercion Directa. ya que el procedimiento se completa en 65
min en tanto que la técnica de CCD requiere de 155 min. Cabe mencionar que 1a técnica
de ELISA presenta un orden de magnitud minimo de 50 pg L™' y un tiempo de proceso de
60 min. lo cual la convierte en una opcién aceptable, sin embargo. su utilizacién como
método de prueba no es aceptado en las Normas Oficiales que regulan los Niveles
Miximos de Micotoxinas (SAGARPA. 2001), debido a que el grupo A de tricoticenos
agrupa a una gran cantidad de derivados con el mismo nucleo principal (Miller. Trenholm
H.L. 1994). con lo cual es posible que se presenten interacciones inespecificas con el
anticuerpo. lo que resulta en falsos positivos.
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Por otro lado, la técnica de CG-EM es considerada como una de las mejores
técnicas para la identificacion y cuantificacién de la Toxina T2 y otras toxinas det Tipo
A, como ventaja de esta técnica podemos mencionar la alta sensibilidad y especificidad
del equipo. entre las desventajas de esta técnica se pueden mencionar su alto costo de

instrumentacién y mantenimiento.

Por otro lado. la técnica de Insercién Directa no requiere una separacion
exhaustiva. ademas con esta técnica no se requiere el consumo de gases, ni se utilizan
columnas, las cuales normalmente sufren un desgaste importante como seria el caso en
CG-EM. Con la técnica de insercion directa no es necesario llevar a cabo la
derivatizaciéon de la Toxina T2 y el tiempo de proceso es relativamente corto
comparindolo con la CG-EM. La desventaja Que presenta la técnica de Insercion Directa

es que el costo para instrumentarla es muy elevado.

Finalmente. en el presente trabajo se muestra la técnica de Insercion Directa como
una técnica con gran potencial para el andlisis de la Toxina T2 y posiblemente para el

andlisis de otras micotoxinas.
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Tabla 1 1. Comparacitn de las diferentes técnicas utilizadas para la cuantificacién de

ta Toxina T2.

Sensibilidad
Tiempo de proceso
Técnica utilizada Orden de Magnitud minima (min.)
min.
encontrada (ng [

CCcD 900 155

ELISA 50 60

S/D (Barrido) 200 100

D (Barrido) 50 140

CG/MS

S/D (Ms/Ms) 100 100

D (Ms/Ms) 100 140

S/D
1D 364 45 65

(Ms/Ms)
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VII. CONCLUSIONES

Del anilisis y discusién de los resultados del presente trabajo se desprenden las
siguientes conclusiones:

Se determind el orden de magnitud de la sensibilidad de las diferentes técnicas
analiticas siendo, la Insercion Directa la técnica con la cual se obtuvo la mejor

sensibilidad para la cuantificacién de la Toxina T2 (45ug L™).

La Insercién Directa se muestra como una técnica con gran potencial para su uso
en el andlisis de la Toxina T2 y posiblemente para otras micotoxinas.

La CCD es una técnica muy barata y accesible, sin embargo. estd fuera de los
requerimientos de la Norma para utilizarse como método de prueba.

La CG-MS es de las mejores técnicas para la determinacion de Toxina T2, sin
embargo el tiempo de proceso es muy largo y su instrumentacion costosa.

f.a técnica de ELISA tiene un buen limite de deteccion y requiere de menos
tratamiento de las muestras, pero no se admite su uso como método de prueba por las
Normas Reguladoras de los Niveles Maximos de Micotoxinas.

Respecto al método de extraccién es importante su optimizacion. especialmente

en el numero de pasos realizados, asi como en la utilizaciéon de las columnas de
extraccion en fase soélida.

Cabe mencionar que el objetivo de esta tesis no fue optimizar ni validar la metodologia
estudiada. sin embargo, se debe mencionar como conclusion:

e Es conveniente optimizar las curvas de calibracién realizadas con intervalos

de concentracién mas amplios y mas cercanos para mejorar la region lineal.
e Optimizar el recobro de las muestras.
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