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l. RESUMEN 

En el presente trabajo se implementó una técnica de cuantificación de la Toxina 

T2 basada en la Inserción Directa al Espectrómetro de Masas. Para la validación de esta 

técnica se emplearon técnicas analíticas como ELISA {por sus siglas en inglés). y un 

estudio extenso de CG-EM (Cromatografia de Gase.c;:. acoplada al Espectrómetro de 

Masas) en sus diferentes modos de análisis de Barrido Completo y EM/EM (por sus 

siglas en espaftiol). Junto con las técnicas analíticas .. 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 Inserción Directa es la metodología 

con mayor sensibilidad .. la cual es 45 µg L- 1 y un tiempo de proceso de 65 min. La técnica 

de ELISA presenta una sensibilidad de 50 µg Lº 1• sin embargo no se permite el uso de 

esta técnica como método de prueba en las Normas de Rt!gulación de Niveles Máximos 

de !\-ticotoxinas. Durante este trabajo se realizaron múltiples ensayos con la técnica de 

CG-Ei\.-1. obteniéndose como resultado un intervalo de sensibilidad de 50-::?.00 µg Lº 1 y un 

tiempo de proceso aproximadamente de 2 horas 30 min en sus diferentes modos de 

andlisis. La técnica que presentó el valor mayor respecto a la sensibilidad (900 µg Lº 1 ) y 

un tiempo muy prolongado de proceso ( 15 5 min) fue la Cromatografia en Capa Delgada 

(~CD). Con base en los resultados obtenidos. se discute la utilidad de la técnica de 

lnst:rción Dirt:cta como una alternativa adecuada para la cuantificación de Toxina T2 en 

ct!reales. 



11. INTRODUCCIÓN 

Las micotoxinas son un grupo de metabolitos secundarios producidos por 

diferentes hongos .. las cuales afectan la industria agropecuaria y especialmente la 

industria avícola. Desde los ailos l 960's .. se llevó a cabo la identificación y descripción 

toxicológica de la mayorfa de las micotoxinas de importancia. y a partir de los ai\os 

1980's y hasta la fecha, se han desarrollado técnicas analíticas cada vez más especificas y 

sensibles para la detección de este tipo de compuestos (Flores y Diaz de León. 1999). 

En particular .. los tricoticcnos .. 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 saprófitos y parásitos de cereales como el trigo .. maíz. 

cebada. avena .. sorgo .. arroz y centeno .. así como diferentes subproductos agrícolas. La 

contaminación de granos y alimentos con esporas y toxinas derivadas del género 

F11...-e1ri111n representa un riesgo sanitario para la salud humana y animal .. además de que se 

ha documc:ntado su participación en perdidas económicas importantes (Betina .. 1984 ). 

Los signos de intoxicación por tricoticc:nos incluyen necrosis. diarrea y vómito. 

La intoxicación aguda y subaguda con este tipo de micotoxinas se caracteriza por rechazo 

de alimento en la mayoría de las especies. así mismo. se observa mayor susceptibilidad a 

padecimientos infecciosos y pérdida de peso. Particularmente. los porcinos han mostrado 

la mayor sensibilidad a la presencia de tricoticcnos. en tanto que las aves de corral y los 

rumiantes presentan relativa tolerancia. De los efectos bioquímicos más imponantes que 

presentan los tricoticenos se encuentran. la inhibición de la síntesis del Ácido 

D.:soxirribonucléico (ADN). del Ácido Ribonucléico (ARN) y proteínas. además 

presentan efectos inmunosuprcsores y hemorrágicos (Miller y Trenholm .. 1994). 

Hasta ahora. se conocen alrededor de 180 tricoticenos. los cuales se dividen en 

dos grandes grupos. los macrocíclicos y los no-macrociclicos. Paniculannente la Toxina 

T::!. pertenece al tipo A del grupo de tricoticenos no-macrociclicos. los cuales están 

estrechamente relacionados con los sesquiterpenoides; éstos compuestos presentan un 
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doble enlace en la posición 9-10 del tricoticeno. un anillo epóxido en los carbonos 12-13 .. 

un número variable de grupos hidroxilo y sustituciones acetoxi. A diferencia del tipo B .. 

el tipo A no presenta grupo carbonilo en la posición C-8 (Langseth y Rundberget .. 1 998). 

Los métodos de análisis de tricoticenos han alcanzado un desarrollo incipiente 

debido a las dificultades asociadas a su reducida polaridad y carencia de cromóforos. En 

el caso especifico de la Toxina T2 .. su identificación y cuantificación es compleja .. ya que 

carece de enlaces conjugados que permitan su detección y cuantificación directa a través 

de técnicas espectroscópicas .. por lo que se requieren procedimientos adicionales de 

dcrivatización para su cuantificación. Existen diferentes métodos que permiten la 

identificación y cuantificación de Toxina T2. distinguiéndose entre ellos diferencias de 

sensibilidad. tiempo de desarrollo de la técnica y costo de la instrumentación necesaria. 

entre ellos.. se puede mencionar a la Cromatografia en Capa Delgada (CCD) .. 

Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución (CLAR). ELISA. Cromatografia de Gases 

(CG) con distintos sistemas de detección .. como Ionización en Flama (DIF). Captura de 

Electrones (DCE) o Espectrometria de Masas (EM). De los métodos mencionados. la 

Espectrometria de Masas .. es considerada como la mejor opción para el análisis de la 

Toxina T2 ya que se ha reponado que por CLAR se tienen serios problemas para su 

cuantificación debido a que es una molécula poco polar y por su carencia de cromóforos 

es dificil su detección por medio de Ultra Violeta-visible. 

En consideración de lo anterior .. en el presente trabajo .. se describe el desarrollo de 

n1etodologias analíticas planteadas en la literatur~ así como .. la implementación de un 

método para el análisis de muestras de sorgo basado en la Inserción Directa al EM para la 

identificación y cuantificación de la toxina T2: comparando los resultados cuantitativos. 

sus ventajas y desventajas de las diferentes técnicas analiticas planteadas las cuales son la 

CCD. ELISA. CG-EM y muestras de referencia. 
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111. OBJETIVOS 

Considerando la exposición previa acerca de la importancia de la Toxina T2 en la 

producción pecuaria y sobre las limitaciones analíticas para el estudio de la Toxina T2._ se 

han planteado los siguientes objetivos: 

Objetivo General 

Plantear una técnica para la determinación de la Toxina T2 por medio de 

Inserción Directa en el Espectrómetro de Masas._ así como el desarrollo de ta técnica de 

Cromatografia de Gases acoplada al Espectrómetro de f\-1asas. 

Objetivos Particulares 

l. Comparar la técnica de Inserción Directa para el análisis de la Toxina T2 con las 

metodologías de CCD. CG-EM y ELISA. 

2. Comparar las metodologías planteadas para el análisis de Toxina T2 por medio 

del uso de muestras de rett:rencia. 

3. Determinar el orden de magnitud de la sensibilidad de las técnicas planteadas para 

el análisis de la Toxina T2. 
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IV. ANTECEDENTES 

IV.I. GENERALIDADES DE LAS MICOTOXINAS 

El desarrollo del hombre está estrechamente asociado al uso de diferentes hongos. 

Desde la antigüedad .. es bien conocido el papel de estos microorganismos en diferentes 

procesos como la producción de pan. bebidas alcohólicas y alimentos fermentados entre 

otros. Hoy en día. los hongos son utilizados en la producción de quesos .. alimento para 

ganado. producción de enzimas.. ácidos orgánicos .. vitaminas. proteínas. antibióticos y 

esteroides. por mencionar algunos. Adicionalmente. juegan un papel importante en 

infecciones a plantas. animales y al humano. asi como en la contaminación de cultivos y 

alin1entos lBetina. 1984). 

En la década de los años 1960"s. con el descubrimiento de las atlatoxinas. se inicia 

el estudio de las diferentes especies de hongos para buscar el origen de éstas .. definiendo a 

las atlatoxinas como sustancia tóxica de origen fúngico que producen erivcnenamicnto en 

animales. 

La invasión por hongos en alimentos puede ocurrir en cualquier etapa de la cadena 

de producción del alimento .. desde el momento de la cosecha como contaminantes naturales 

en hojas. tallos. granos o semillas. así como en carnes y productos lácteos. en el transpone .. 

en el almacenamiento .. o bien en la preparación de estos. Esto depende de la estación del 

año que se producen los alimentos hasta la región donde se lleva 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 

F11suri111n grc11ninf!ar11m .. En otros paises como Japón .. se reportaron tumores de hígado y 

otros padecimientos: en Siberi~ se describen intoxicaciones por consumo de granos 

almacenados para el invierno. siendo esto sólo un ejemplo de la gran diversificación de 

estos contaminantes (Bctina .. 1984). 



Los cereales son contaminados por varias especies de Fu!;arium que son la fuente 

principal de tricoticenos no-macrociclicos en alimentos y comestibles (Langseth y 

Rundberget. 1998). El hongo probablemente infecta al grano en la epoca de crecimiento~ el 

trigo y el maíz son los más susceptibles. El tricoticeno de mayor distribución es el 

desoxinivalenol. el cual es detectado en mayor concentración en las semillas pequeñas y 

granos. 

IV.2. EL GÉNERO FVSARIVM Y LOS TRICOTICENOS 

Los tricoticenos. son producidas por una gran variedad de géneros de hongos como: 

Fu ... ·Clr/11n1. Trichoderma. A-lyrothecium. Sra,·hybotry.s. C'ylindrocurpon y Trichothccium. 

siendo de este último de donde toman su nombre. Se han aislado más de 180 y desde 

entonces la lista sigue en aumento. (Langseth y Rundberget 1998). El primer miembro de 

los tricoticenos. el tricotecin. fue descubieno originalmente como antimicótico por freeman 

y Morrison en 1948 (Betina. t 994). 

Durante dos décadas de estudio se ha revelado un gran número de metabolitos 

secundarios de Fu ... arium. La mayoría de las toxinas del género Fusurium fueron 

descubiertas en la década de tos l 980"s y sus biosintesis son muy diversas (Marasas et aL 

1984: Miller. 1988). 

Normaln"lcnte los tricoticcnos tienen un anillo epóxido y una doble ligadura en el 

carbono 12-13 y 9-10 respectivamente. por lo cual .. estos son llamados 12.13-

cpoxytricoticcnos-9-cno (Betina .. 1994). Los tricoticenos se dividen en macrociclicos y no 

macrocíclicos. Los tricoticenos no macrociclicos tienen un doble enlace en la posición 9-

10 .. un anillo epóxido en el carbono 1::?-13 y un número 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 

básica (Figura 1 ). El tipo B se caracteriza por tener un grupo carbonilico ~n la posición 8 e 

incluye entre otros al deoxinivaleno1 (DON). nivalcnol y fusarenon-x. en tanto que ·tos 

tricoticcnos del tipo A carecen de oxígeno en la posición 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 

cpóxido y el tipo O son compuestos macrociclicos (Langseth y Rundberget 1998). 

Tricoticenos Grupo A P.M. R, R, R, R. R, 

Ncosolaniol 382 OH OAc OAc H OH 

Toxina iiT-2 424 OH OH O A e H OCOCH2CH(CH,)2 

Toxina T-:? 466 OH OAc OAc H OCOCH,CH(CH,), 

Toxina T-2 trio! 382 OH OH OH H OCOCH,CH(CH,¡, 

Toxina T-2 tetrnol 298 OH OH OH H OH 

Scirpcn1riol 282 OH OH OH H H 

1 S-Monoacctoxiscirpenol (MAS) 324 OH OH OAc H H 

4.15-Diacetoxiscirpenol (DAS) 366 OH OAc OAc H H 

.••• R1 

o' 

R2 

Tricoticeno5 Grupo B P.M. R, R, R, R. 

Dcoxinivalenol CDON) 294 OH H OH OH 

3-Acctil-DON 338 O A e H OH- OH 

15-Acetil-DON 338 OH H O A e OH 

Nivalenol 312 OH OH OH OH 

Fusan:non-X (4-Acetil-nivalenol) 354 OH OAc OH OH 

FIGURA l. Tricoticenos del grupo A y B no macroclclicos. 
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IV .3. EFECTOS BIOLÓGICOS V BIOQUiMICOS DE LOS TRICOTICENOS 

Los hongos producen una gran variedad de metabolitos secundarios. muchos 

asociados a efectos adversos en plantas. animales y humanos .. las manife~taciones de estos 

efectos son tan variados como variados son los hongos que producen estas micotoxinas 

(Miller y Trcnholm. 1994; D"Mello y Macdonald. 1997). 

Los diferentes efectos biológicos dependen de la especie del hongo. la cantidad de 

tricoticeno y la sensibilidad de cada organismo (Betina .. 1984). La intoxicación aguda y 

crónica 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 más sensibles 

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

Los tricoticenos se caracterizan por ser antibióticos .. antifüngicos y presentan 

actividad citol!stática. Los síntomas que se presentan se caracterizan por irritación en la 

piel .. rechazo del alimento .. vómito .. diarrea .. hemorragias .. problemas neurales .. se producen 

abortos y hasta la muerte. El intervalo para que cause intoxicación en el hombre está dentro 

de los µg g-1 (Hsia et al. 1988). 

Los tricoticcnos son potentes inhibidores de la síntesis de proteínas e interactúan 

con las membranas celulares y aparentemente contribuyen en la regulación de las funciones 

del sistema inmune. La exposición aguda a los tricoticenos resulta en un grave daño en la 

división celular en tejidos como médula ósea .. 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 utilizó en transplantes a nivel 

experimental con éxito en animales. Los tricoticenos actúan sobre la síntesis de proteínas .. 

pared celular .. la vía del tioglicolato y síntesis de macromolécutas .. todo esto sobre varios 

tipos de bacterias .. virus .. protozoarios y hasta hongos; también tienen efecto insecticida 

sobre algunos tipos de insectos y larvas. 
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Entre otros efectos los tricoticenos producen citotoxicidad.. carcinogénesis .. 

mutagénesis. teratogenicidad y fitotoxicidad; tienen efectos inmunosupresores .. insecticida y 

actividad antimicrobiana (Betina .. 1984). Se han utilizado diferentes modelos para medir su 

toxicidad tales como ratones. ratas. artemias. etc (Brown y Arner .. 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 tóxico se observa en la 

mitosis. otras micotoxinas inhiben la síntesis de proteínas en eucariontes. Se ha 

comprobado que los tricoticenos producen cáncer primario de hígado en humanos .. esto se 

d\!be a que interactúan con el ADN produciendo carcinogénesis y mutagénesis (Shank. 

1977). 

En general. los efectos tóxicos de los tricoticcnos sobre las células del sistema 

inmune se observa por una baja proliferación de los linfocitos después de un estimulo 

mitog.énico. En el caso de la Toxina T:?. cuando ocurre una exposición. hay un decremento 

en las células B y un incremento en las células T en animales (Miller y Atkinson. 1987). In 

\•itro. la concentración requerida para la inhibición del sistema inmune es 10 veces menor 

que la requerida para la inhibición de la síntesis de proteínas. especialmente del grupo A de 

los tricoticenos (Forsell et al. 1985). 

Exposiciones repetidas a la Toxina T2 de animales en experimentación resultan en 

un incremento muy marcado en la susceptibilidad a l:i Cándida. Cryptococc11s. Lis1eriC1. 

Sab11onellu ... \licohacteri11m y el virus del Herpes tipo 1 (f\.tiller y Trenholm. 1994 ). 

Por otro lado .. los tricoticenos producen fitotoxicidad ya que inhiben la genninación 

de semillas. induce la deficiencia de la clorofila en plantas. tiene influencia sobre el 

crecimiento.. sobre el contenido citoplasmático. la movilidad de los organelos. el 

metabolismo celular .. el transporte de auxinas .. permeabilidad de las membranas. etc (Miller 

y Trenholm. 1994). 

Los tricoticenos se distribuyen en cosechas de cereales en regiones específicas y 

sh:ndo poco tóxicas y por su b.il.ja concentración 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 crónicas. Aunque todos los animales son afectados después de una 

exposición a los tricoticenos .. el grado de intoxicación depende del tipo de toxina. el grado y 

duración de la exposición.. así como la especies de animales involucrados (Miller y 

Trenholm. 1994). 

IV.-1. LA TOXINA T2 

La Toxina T2 es un tricoticeno penencciente al grupo de los terpenoides .. está 

clasificada dentro del grupo A y se considera una micotoxina no macrociclica .. producida 

por especies de hongos como: Fusarium tricinctum.. F. nive1le. F. Poae .. F. so/ani .. 

Trichodt:n11a Jignorum. F.sporo/richioides. 

Entre sus propiedades fisicas y químicas se encuentran: 

Fórmula estructural: 

~o 
~o 

Estructura química C2.aH3409. Peso molecular es de 466.2202 g mor 1• Su estructura 

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

etanol. acetona. diclorometanoe tolueno y octano (Betinae 1994). 

Sus propiedades espectroscópicas son: EM miz 466 (M+). 382. 364. 304. 278. 196. 

180. 121. UV ;.,.,., 1 87.5 nm en ciclohexano .• IR (KBr) 3400. 2940. t 720, 1635. 1365. t 240 

cm- 1 • 



Despl•zamientos quimicos en Resonancia de uc y •u· 

Posición C(ppm) 

78.7 

3 78.2 

170.2. 172.5 

H (ppm) 

3.68 (d. 4.9) 

4.13 (ddd. 4.9. 2.8. 2.8) 

3.18 (d. 2.8. 3-0H) 

5.28 (d. 2.8) 

2.38 (dd. IS. L. S.8) 

1.87 (dd 15.3.·l.5) 

5.27 (d. 5.8) 

S.72 (dt. S.s. 1.2) 

4.33 (d. 5.8) 

3.04 (d. 3.9) 

2.78 (d. 3.9) 

0.79(s) 

4.0-l (d. 12.6) 

4.27 (d. 12.6) 

2.01 (mJ 

0.94 (d. 6.5) 

0.93 (d. 6.5) 

2.01. 2.12 (s) 

10 

(Miller y Trenholm. 1994). 

s:singulete. br s: singulete 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 está basada en cerdos ya que es la especie 

más sensible a este género de toxinas. En cerdos~ no hay dai\o con una ~antidad menor a 

tµg L· 1: entre 1-8 µg L- 1 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 10 y 12 µg L- 1• 

esto mostró que produce problemas significativos en peso corporal. química sanguínea y 

fertilidad: el rechazo total a la comida se observó a las 16 µg Lº 1 (Miller y Trenholm. 1994 ). 

La Toxina T2 produce lesiones orales en pollos en niveles menores a t ppm en el 

alimento. Efectos significativos aparecen a las 4 µg L- 1 o mayor a esto. que incluyen bajo 

consumo de alimento y retardo en el crecimiento. cambios en la química sanguínea y 

neurotoxicidad. Las lesiones orales son observados en pavos con S µg L- 1 de Toxina T2 y 

reducción de peso con 1 O µg L- 1
• Los tricoticenos generalmente no dan como resultado 

mortalidad .. requieren de varios cientos de µg Lº 1 para producir la muerte. De forma similar 

se atribuye a la Toxina T2 afecciones a otro tipo de animales domc!sticos como patos .. 

gansos.. caballos y cerdos. Los rumiantes son relativamente insensibles a la dicta 

contaminada con tricoticenos. En ganado vacuno con niveles en la dietad~ 10-20 µg L- 1 no 

hay evidencias de manifestaciones clinicas. Niveles por debajo de 1.2 J..lg L- 1 de Toxina T2 

en la dieta consumida por varios meses es asociada a intoxicaciones en ganado vacuno 

( Millcr y Trenholm. 1994 ). 

IV.S. ANÁLISIS DE LOS TRICOTICENOS. 

Desde d reconocimiento de las micotoxinas como agentes detrirnentales en la 

fisiología animal. se ha iniciado un gran número de esfuerzos tendientes al estudio de todos 

los componentes de este problema. En los 1960"s se inició el estudio formal de las 

micotoxinas como agentes causales de muerte y enfermedades en animales y en el humano; 

en la década de los 1970"s se realizó la identificación de la estructura qufmica y la 

descripción toxicológica de la mayoría de las micotoxinas de irnponancia (Flores y Diaz de 

León. 1999). 
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A panir del inicio del estudio de las aflatoxinas~ se desprende el. análisis de otros 

tipos importantes de micotoxinas como en el caso de ocratoxina A. citrinina. zearalenona. 

rubratoxinns. tricoticenos. etc .• en este último grupo se encuentra la Toxina T2 en la cual se 

centra este trabajo. Desafortunadamente no existen métodos universales para detenninar la 

presencia de micotoxinas. generalmente se debe seleccionar una toxina o un grupo genérico 

de ellas para cuantificar selectivamente por comparación. Para cada grupo de micotoxinas 

existe una metodología particular de análisis. esto se debe a la gran diversidad que 

presentan en su estructura química los diferentes grupos de micotoxinas. 

El desarrollo de métodos para el análisis de micotoxinas se encuentra en constante 

demanda. Durante los últimos diez años. entre las técnicas aplicadas a la detección. análisis 

y caracterización 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 simultáneamente con las micotoxinas (Lin ~t al.1998. Flores 

y Diaz de León. 1999). 

Hablando específicamente de los Tricoticenos. las técnicas cromatográficas que se 

utilizan para su determinación son: la CCD (Trenholm.1983; Lin et al. 1998; Gore et al. 

1984). Cromatogratia de Columna (Bennett et al. 1984). CLAR (Langseth y Rundberget. 

19.98: Jin1éncz et al. 2000. Jiménez et al. 1997: Lin et al. 1998: Krska. 1998). Electroforesis 

Capilar de Zona (Langscth y Rundberget. 1998) y la CG. Ésta última se puede combinar 

con Detección de DIF (Jiménez et al. 2000: Schothorst y Jekel. 2001: Gore et al. 1984 ). 

Detección de DCE ( Moller y Gustavsson. 1992: Kotal et al. 1999: Krska. 1998; Radová et 

al. 1998: Rizzo et al. 1986) o Detección por EM (Tanaka et al. 2000: Lin et al. 1998: 

Trcnholm.1983: Mossoba. et al. 1996: Onji. et. al..1998; Langseth y Rundberget. 1998; 

Kotal et al. 1999; Schollenberger et al. 1998). 

La determinación basada en la Cromatografia de Gases acoplada a.la Espectrómetro 

de ~1asas es probablemente el método más usado en la actualidad. ya que proporciona una 

but:na sensibilidad y especificidad .. por lo que teniendo una buena capacidad de separación 
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es posible detectar diferentes tricoticenos en una misma muestra (Moller y 

Gustnvsson.1992 y Onji et. Bl.. 1998). 

Para obtener una detenninación confiable de las micotoxinas .. especifica.mente de 

los tricoticenos .. se debe utilizar primeramente alguna técnica de muestreo .. extracción y 

purificación antes de realizar el análisis por alguna de las técnicas descritas anterionnente. 

Para esto .. existen numerosas técnicas de extracción y purificación reportadas en la 

literatura (Tanaka et al .. 2000; Radová et al .. 1998; Krska. 1998; Langseth y Rundberget .. 

1998: Schottenberger et al. 1998: Kotal et al. 1999; Langseth y Ciasen. 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 análisis. 

Una de las primeras técnicas usadas para la identificación de los tricoticenos fue la 

Cromatografia en Capa Delgada (Trenholm.1983:. Lin et al. 1998:. Gorc et al. 1984). ésta se 

usó para hacer solo identificación cualitativa de los tricoticenos pues se requieren 

concentraciones muy altas para su observación y se rcpona un limite de sensibilidad bajo. 

La Cromatografia de Columna se considera un método cuantitativo. pero se ha obse:-'ado 

que para la identificación y cuantificación de tricoticenos no es muy confiable. ya que se 

requieren altas concentraciones y los mt;!todos de detección nonnalmcntc usados no son 

útiles. se ha reponado que para esta h!cnica se utiliza la CCD para seguir la separación y la 

identificación <Bennett. ~legalla y Shoh\.'ell. 1984). Por otro lado. algunos tricoticcnos 

como c.:s el caso de la Toxina T2. no tienen cromóforos en su estructura por lo que no se 

pueden detectar fácilmente mediante espectrofotometría de Ultra Violeta-visible: este 

n1ismo problt:ma se presenta en la Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución (Langseth 

y Rundbcrgct. 1998: Jim.;nez et al. 2000. Jim¿nez ct al. 1997: Lin et al. 1998: Krska. 1998). 

Se ha reponado que la técnica de CLAR-UV. se utiliza principalmente para el grupo B de 

los tricoticenos y solo se usa en el grupo A cuando se tienen muestras con altas 

concentraciones de tricoticenos. Este método se realiza en fase inversa donde la fase móvil 

es una mezcla de acctonitrilo:agua y se detectan las Toxinas del grupo A a una longitud de 

onda de 200 nm. donde se ha observado que la señal del solvente es muy intensa para 

din1inarse del tbndo. por los que no se alcanzar a definir los picos con claridad. Respecto a 
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la Electroforesis Capilar de Zona (Langseth y Rundbcrgct .. 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. además de que el método de detección es también 

por UV-Visible y por lo tanto presenta el mismo problema de detección por la falta de 

cromóforo en la molécula. Desde hace ya varias décadas. se utilizan métodos 

inmunológicos como la técnica de ELISA (Krska. 1998. RIDASCREEN®FAST T-2 Toxin. 

R-Boiphnnn GmbH. Darmstadt. Gennany. 1998; Lin et al. 1998) para resolver el problema 

de la falta de detección de los tricoticenos. pero se han generado otros problemas 

relacionados con la técnica de extracción que se utilice o por humedad .. además de que hay 

tricoticenos que tienen una estructura química muy similar por lo que la unión con el 

anticuerpo no es especifica y da como resultado reacciones cruzadas .. esto dcscana 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 falsos positivos. 

Finalmente la Cromatografia de Gases se considera como una de las mejores 

opciones para el análisis y la cuantificación de los tricoticenos y aún mejor cuando se lleva 

a cabo la dcrivatización de estos .. ya que se obtiene una buena separación de los diferentes 

tricoticenos y obteniéndose buenos resultados cuando se combinan con un método de 

detección apropiado. St: puede combinar con Detector de Ionización de Flama (Jiménez et 

al.. :?000: Schothorst y Jt:kel.. 2001: Gore et al .. 1984 ) .. otra opción es el Detector de Captura 

d" Electrones (Moller y Gustavsson. 1992: Kotal et al. 1999: Krska. 1998: Radová et al. 

1998: Rizzo et al .. 1986). Finalmente se encuentra la Detección por Espectrómetro de Masas 

(Tanaka et al. 2000: Lin et al. 1998; Trenholm. 1983; Mossoba et al. 1996: Onji et. al.. 

J 998: Langseth y Rundberget. 1998; Kotal et al. 1999: Schollenberger et al. 1998). este 

método ioniza y fragmenta las moléculas en iones de menor masa .. además de que produce 

el ión n1olc:cular de cada tricoticeno y nos proporciona la cstnactura qui mica de la molécula.. 

por lo que lo hace un método muy confiable .. exacto y preciso .. disminuyendo los errores 

por intcrfürcncias. además de que su límite de detección es del orden de picogramos y esto 

lo hace muy versátil. Adicionalmente ... la detección por Espectrometria de Masas se ha 

reconocido como el mas sensible y resolutivo para la identificación y cuantificación de las 

moléculas. en particular el elevado peso molecular de la Toxina T2 (466 g mol"1). permite 
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obtener iones moleculares y fragmentos que son específicos para su identificación y 

cuantificación diferencial cuando están presentes en una mezcla compleja .. como lo es el 

extracto de cereales ó alimentos balanceados. El principal inconveniente de esta técnica es 

el requisito de una instrumentación de alto costo y el tiempo necesario para la preparación 

de las muestras. 

Con base en lo mencionado anteriormente. en el presente trabajo. se plantea una 

metodología para el análisis de muestras de sorgo basado en la Inserción Directa al 

Espectrómetro de Masas para la identificación y cuantificación de la Toxina T2; 

comparando los resultados cuantitativos obtenidos de los diferentes métodos analíticos 

como CCD. ELISA. CG-EM y muestras de referencia. 
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

V.t. METAS EXPERIMENTALES 

t. Obtención de la Toxina T2 por medio del cultivo de Fusarium sporotrichoides 

en el Laboratorio. 

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

3. Análisis Cualitativo y Cuantitativo de la Toxina T2 obtenida. mediante 

Cromatografin en Capa Delgada . 

..a. Derivatización y Cuantificación de la Toxina T2 obtenida .. por medio de 

Cromatografia de Gases acoplada al Espectrómetro de Masas. 

S. Cuantificación de la Toxina T2 obtenida. derivatizada y sin derivatizar. por 

medio de Inserción Directa al Espectrómetro de Masas. 
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V.2. MATERIAL Y METODOLOGiAS 

V.2.t. Producción de Toxina T2. 

Primeramente se sembró el hongo Fusarium sporotrichoides (Cepa con alta 

producción de Toxina T2 registro No. NRLL3299 ATTC) en el medio de cultivo de Czapek 

peptona liquido. el cual se preparó colocando en un vaso de precipitados 3o/o de sacarosa. 

0.5% de peptona. 0.2o/o de KNO,. 0.1°/o de KiHP04,. 0.05% de KCI, 0.05% de 

MgS04 *7H20. O.OOlo/o de Feso_.•7H20. se agitó hasta disolver todos los componentes y 

se ajustó 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 algodón con gasa y se esterilizaron en la 

autoclave por 15 minutos a 12lºC y 15 psi. se dejaron e11friar a temperatura ambiente (M. 

Jiménez et al. 2000). En la campana de extracción .. en condiciones de esterilidad .. se 

inocularon los matraces con la cepa de Fusari11m sporotrichoides. Se incubaron los 

matraces en la estufa a 27-29ºC durante 20 días (Jiménez et aL 1997; Jiménez et al .. 2000) .. 

Para la extracción de la toxina. se agregó metanol en proporción ( 1: 1) con el medio. se 

agitó y filtró con 4 capas de gasa. Se pasó el filtrado a un embudo de separación y se le 

agregó acetato de etilo en proporción ( 1: 1) con el filtrado .. se agitó vigorosamente y se dejó 

en reposo hasta que se separaron las dos fases .. se colocó el acetato de etilo en un matraz 

bola y se evaporó a sequedad a presión reducida. El extracto crudo se trasvasó a un vial y se 

guardó en congel<lción hasta su uso (Tanaka et al. 2000; Onji et al. 1998; Mossoba et al .. 

1996: Bennctt et al. 1984: Trenholm. 1983: Jiménez et al. 1997: Jiménez .:tal. 2000: Moller 

y Gustavsson. 1992: Lin et al. 1998: Jiménez et al. 2000: Radová et al. 1998: Langseth y 

Rundberget. 1998: Schollenberger et al. 1998; Kotal et al. 1999: Schothorst y Jekel. 2001 ). 

V.2.2. Análisis de Toxina T2 por ELISA. 

Extracción de la muestra. 250 g de sorgo fueron homogenizados hasta malla 20. En S g 

de la muestra 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 filtró con papel Whatman No. 

1 y se diluyo 1: 1 con agua desionizada. Para este análisis de ELISA se utilizó un Kit 

' TESlS C01'l ~ vALJ..A. uv. oro.GEN 
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comercial ""RIDASCREEN .. Fast T-2 TOX!N" marca R-biopharm GmbH.Germany (Krska. 

1998. RIDASCREEN"'FAST T-2 Toxin. R-Boipharm GmbH. Darmstadt. Germany. 1998: 

Lin et al. t 998). Para este análisis se utilizaron SOµL de la dilución. se adicionaron SOµL de 

los estándares y de las muestras. Posteriormente .. se agregaron SOµL del conjugado Toxina 

T2-enzima a cada pocillo e inmediatamente después se agregaron SOµL de anticuerpo Anti

Toxina T::? a cada uno. Se mezcló cuidadosamente y se incubó durante 1 O min a temperatura 

ambiente: transcurrido este tiempo. se vaciaron los pocillos y se lavaron tres veces con agua 

dcsionizada. Posterion·nente. se adicionan lOOµL del sustrato/cromógeno a cada pocillo y se 

incubó 5 rnin en la oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente. se agregaron lOOµL de la 

solución de paro a cada pocillo. Las placas de ELISA obtenidas fueron cuantificadas a 450 

nm en un kctor de ELISA. 

V.2.3. Análi5i5 de To,.ina T2 por CCO. 

Extracción de la mue!ltra. 

Se tomó una muestra de 250 g de sorgo y se homogenizó hasta malla 20. En 5 g de la 

mucstr.i obtenida~ se adicionaron 25 mL de metanol y se agitaron durante 1 O min. a 150 rpm 

en el agitador orbital. El extracto obtenido se filtró con papel Whatman No. 1 y el filtrado 

se depositó en un matraz bola de 100 mL. el cual se evaporó a sequedad a presión reducida 

y se cn1plcó acetona para el arrastre de la humedad. Finalmente. el residuo se resuspendió 

en· 500 µL de metanol y fue utilizado para el análisis de Toxina T2 mediante Cromatografia 

en Capa Delgada ( Langscth y Rundberget. 1998: Lin et al. 1998). 

Cromatografía en Capa Delgada. 

Se dispensaron 5 µL del estándar de Toxina T2 1000 µg L"1 en una placa de silica gel de 

3 x 6 cm mediante una microjeringa. Posteriormente. en la misma placa. se colocaron lOµL 

del extracto de la muestra obtenida según se describe arriba. La placa fue eluida en una 

cámara que contenía aproximadamente 3 mL de la mezcla de disolventes de fase móvil 

bcnceno:acetona (3:2 v/v). la cual fue previamente saturada durante 2 minutos. La elución 

SI! desarrolló hasta que el frente alcanzó el borde superior de la placa. Posterionnente .. la 

placa fue revelada en 15 mL de solución de p-anisaldehido. que contenía 0.25 g de p-
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anisaldehído disueltos en 100 mL de metanol:ácido acético:ácido sulfúrico (85:15:5 v/v). la 

placa fue colocada en plancha caliente a 60ºC durante 5 min (Trenholm. 1983; Lin et al. 

1998; Gore et al. J 984). La identificación de la Toxina T2 se llevó a cabo por comparación 

de los valores de Rfde las manchas de la muestra y el estándar (SIGMA). posteriormente se 

llevó a cabo la cuantificación de la Toxina T2 del estándar y muestras de sorgo mediante un 

transiluminador Alphalnnotech y un Software analizador de imágenes AlphalmagerTM 2000 

3.3. 

V.2.-'. Análi5i5 de Toxina T? por CG-EM. 

Extracción de la muestra. 

La extracción de la Toxina T2 se realizó de acuerdo a técnicas previamente publicadas 

(Radová et al. 1998: Langseth y Rundberget. 1998: Schothorst y Jekel. 2001: Krska. 1998). 

Se tomó una muestra de 250 g de sorgo y se homogenizó hasta malla 20. En 5 g de la 

muestra obtenida. se adicionaron 30 mL de la mezcla de CllJCN:H,O (84:16) y se agitaron 

durante 1 hr a :200 rpm en agitador orbital. Et extracto obtenido se filtró con papel 

\\'hatman No. 1 y el filtrado se pasó por una columna de extracción en fase sólida marca 

PURlTOXsK utilizando vacío. La columna previamente se acondicionó con 6 mL de la 

mezcla del cluyente. Posterionncnte .. al filtrado se le adicionaron 50 mL de etanol absoluto 

y se evaporó a sequedad. Finalmente .. el residuo se resuspcndió en 500 µL de tolueno y fue 

empleado para el análisis de Toxina T2 mediante Cromatografia de Gases acoplada al 

Espcctrómctro de !\tasas. 

Deri"·atización. 

La dcrivatización de la Toxina T2 se llevó a cabo de acuerdo a publicaciones previas. 

(Tanaka et al. 2000: Schollenberger et al. 1998; Langseth y Rundberget. 1998; Langseth y 

Clas.,n. 1992; Schothorst y Jekel. 2001; Kotal et al. 1999; Gore et al. 1984: Mossoba et al. 

1996: Trenholm. 1983: Jiménez et al. 2000; Radová et al. t 998; Rizzo et al. 1986; Moller y 

Gustavsson. 1992: Krska. 1998).Se prepararon IOOµL de la mezcla de Trimetilsililimidazol 

<TMSI) y Trimctilclorosilano (TMCS) (6:2). la cual se adicionó al extracto crudo obtenido. 

se dejó reposar 15 min a temperatura ambiente agitando cada 3 min .. transcurrido este 
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tiempo .. se colocó el vial en un tenno-bloque previamente ajustado a 60ºC y fue secado en 

atmósfera de nitrógeno. Posterionnente .. se adicionaron 500 µL de tolueno y 1 mL de agua 

desionizada.. se agitó en el vortex durante 30 segundos y finalmente se dejó en reposo hasta 

la separación de las fases. La fase orgánica fue empleada para el análisis en Cromatogra.fia 

de Gases acoplado al Espectrómetro de Masas de la Toxin:i 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 diámetro interno 

con fase estacionaria de dimetilpolisiloxano DB-1 (J. & W. Scientific). El gas acarreador 

empleado fue helio. Las condiciones del análisis fueron las siguientes: volumen de 

inyección 2µL .. temperatura del inyector 220ºC .. Modo splitless abieno 0.01/cerrado 0.00. 

Presión a velocidad constante de 35 cm seg· 1 
... Rampa de calentamiento: 2 min a 70ºC~ 

incremento de SºC/min. hasta 270°C: incremento lOºC/rnin. hasta 290ºC y mantener 3 

minutos. 

Espe&!trómetro de Masas 

LOJ. columna capilar fue directamente acoplada al detector de masas de tipo trampa 

de iónes Finnig.an Mat GCQ. Los espectros de ionización electrónica fueron registrados a 

70 cV. Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: La temperatura de la linea de 

transferencia a 280ºC .. temperatura de la Fuente de ionización a 180°C .. Modo Barrido 

Completo y fragmentación secundaria de los iones miz 304 y 364 .. intervalo de 50-650 miz.. 

polaridad positiva (Rizzo et al. 1986: Radová 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 Jckcl. 2001: Mossoba et al. 1996: Trenholm. 1983; Jiménez et al. 2000). 

V.2.S. Cun·a,. de Calibración Estándar. 

Para la preparación de las diferentes curvas de calibración se utilizó un estándar de 

Toxina T2 marca SIGMA (St. Louis. MO. USA) con una concentración de 1000 mg L·' 
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(Disolución Madre). Para la curva de calibración de la Toxina T2 en CCO. a panir de la 

disolución madre. se realizaron tas siguientes diluciones: una dilución 1:10 para obtener el 

estándar de 100 mg L- 1• una dilución 1:4 para una concentración de 250 mg L-1
• una 

dilución 1 :2 para una concentración de 500 mg L- 1 y por último una dilución 1: 1.4 para el 

estándar de 700 mg L-1• Paniendo del estándar de 1000 mg L- 1 (Disolución Madre) se 

realizó una dilución 1: 10 para tener el estándar a una concentración de 100 mg L- 1 
.. a partir 

del cual se realizaron las diferentes diluciones para las curvas de calibración utilizadas en 

CG-EM de la siguiente manera: se hizo una dilución de 1 :50 para llegar a 2000 µg L-1
• y 

una dilución de t: t 00 para la de l 000 µg L-1 
.. una dilución 1 :333.3 para una concentración 

de 300 µg L" 1
: a partir de la disolución de 1000 µg L- 1 se realizaron las sigui:ntes 

diluciones: l :2 para la concentración de 500 J.,ig L- 1
• l :4 para la concentración de 250 µg L- 1 

.. 

1:5 para la concentración de 200 µg L- 1
• 1:10 para la concentración de 100 µg L- 1 y 1:12.5 

para la concentración de 80 µg L- 1
• Finalmente de la disolución de 100 µg L- 1 se realizaron 

las siguientes diluciones: l :2 para la concentración de SO µg L- 1
• l :2.S para la concentración 

de 40 µg L- 1
• l :4 para la concentración de 25 µg L- 1

• l :5 para la concentración de 20 µg L- 1 
.. 

t :20 para la concentración de 5 µg L- 1 y 1 :25 para la concentración de 4 µg L-1
• Estos 

estándares se almacenaron a - t 8ºC hasta su uso. 

V .2.6. Análisis de Toxina T2 Inserción Directa-El\I. 

Inserción Directa. 

Se colocaron .2µL de la muestra en el filamento del inserto directo del Espcctrómetro de 

Masas. La deserción térm.ica se llevó a cabo utilizando rampas de calentamiento de O a 

1000 mA con velocidades de 2 a 50 mA seg" 1
• Las condiciones del detector de masas fueron 

las siguientes: temperatura de la fuente de ionización a 180ºC. Modo Barrido Completo y 

fragmentación secundaria de los iones miz 185. 304 y 364. intervalo de 50-650 miz. 

Polaridad positiva (Langseth y Rundberget. 1998; Tanaka et al. 2000; Schollenberger et al. 

l. 998: Mossoba et al. 1996; Rizzo et al. 1986)_ 



VI. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

En el presente trabajo se evalúa la mejor metodok>IJÍa pma el análisis de la Toxina 

T2. Los resultados que a continuación se describen, ftleron emayos eon la Toxina T2 por 

diferentes técnicas de análisia.. La descripción y discusión de estos ...-ltadoti hacen 

énfasis en la comparación de las diferentes mctodok>1Jías para definir la mejor técnica de 

identificación y cuantu11:ación de la Toxina T2 

OBTENCIÓN E IDENTIFICACIÓN DE LA TOXINA T2 

El primer paso que se llevó a cabo fue la producción de la Toxina T2 en el 

laboratorio, para lo cual se activó un cultivo de hoDIJO Fusarlum sporotrtcholdes en 

medio mlido PDA, a loa ~ díaa ac obtu\lo un c:n:c::imicnto eomidcrablc; el cual ac ot.crvó 

como un culti\lo blanco, ClllJOnjo9o de aspecto alaodoDOBO que produjo un pipncnto rojo 

intenso después de dos llC1l1llDllS de ineuhlción. El culti\IO acti\llldo fue empleado para la 

producción de Toxina T2 en medio liquido CZAPEK. y, a partir de éste medio se cxllajo 

la Toxina T2 dcll¡>Ués de un mes de incubm:ión oblcníéndose 91.3 MIJ de extracto crudo, 

el cual presentó apariencia de un aólido café claro de consistencia \IÍ9COSIL En ta figura 1 

se mucstmn k>s difcrenleA cultÍ\/09 del bonao. 

1 

-·...,...; ... ~ 
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Para la identificación 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 identificación en Cromatografia en Capa Delgada se corrió una muestra de 

la Toxina T2 producida por el hongo en una placa de silica gel .. en un sistema de elusión 

de benceno-acetona (3:2 v/v) y como revelador una solución ácida de p-anisaldehfdo y se 

contrastó con una muestra de estándar de Toxina T2 (SIGMA). En la figura 2. se muestra 

la coelución de las muestras del extracto del cultivo y del estándar de la Toxina T2., 

donde se puede observa que presentan Rf"similares. 

1 2 3 

Figura 2. Coeluclóñ de la toxina obtenida (l y 2) y el estándar (3). 

El cálculo del Rf de la mancha del estándar de la Toxina T2 es: Rf=3.1 /4. I =0.75. 

y el Rf encontrado para la Toxina T2 obtenida del cultivo es: Rf=3.0/4. I =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 inteñerencias por la 

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

Adicionalmente. para .la identificación de la toxina en el extracto obtenido. se 

realizó un análisis por medio de CG-EM. siguiendo las condiciones de operación 

planteadas por Tanaka et al. 2000 y Rizzo et al. 1986. Inicialmente. fue determinado el 

tiempo de retención de la toxina T2 utilizando un estándar de la toxina; el tiempo 

establecido fue de 28:20 minutos. Posterionnente .. se inyectó 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 comparación de los tiempos de 

retención y por la similitud encontrada con los espectros de los estándares obtenidos de la 

biblioteca NIST. Por otro lado se observa en el cromatogrwna una gran cantidad de 

pequeBos picos, creemos que estos se deben al medio de cultivo ya que este ensayo se 

llevó a cabo con un extracto crudo. En la Figura 3 se observa el cromatograma de los 

tricoticenos obtenidos del cultivo de F. sporotrichoides. 
Chr-om•toQrAm P1ot D:, ••• ,PL.NTA.l..31 10/0B/01 12:57:51 

;~-~~; 385 APtl!'n'l'.ion Ti"1"": 6:28 AIC: 831802 Ma:i;~ ~'1'1<:1~: 50 - 650 
Plolte!'J: 385 lo 2708 R•••Q•: 1 to 2708 1\.lfA • 448743'353 

25• • • 5.atur-•t•d scans 

400 
6; .. 3 ªºº 13:23 

DAS 

1200 
20:03 

.1 1 

1600 
26:43 

T2 

. 
2000 

33:23 
2400 

40:03 

Figura 3. Cromatograma de tricoticenos obtenidos del cultivo de F. sporotrlcltolde.s. 

B•ckground Subtr•c:t O:, ••• ,PLNTAl.31 
-=~ ..... t"lt: 
A· .. erag• Qf; 1693 t~ 1697 Hinu::i:: l.668 tQ 1672 
100" 18~ 

1.73 

138 

10/08/01 12:57;51 

l.fJ(I'\; - 1852331 

Figura 4. Espectro de Masas de la To,.ina T2 obtenida del cultivo del bongo. 
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Por otro lado .. en la Figura 4 se presenta el Espectro de Masas de la fracción 

correspondiente a la Toxina T2 del extracto obtenido9 el cual a través de la comparación 

de abundancia relativa de los picos más importantes encontrados con el espectro del 

estándar puro~ nos permite confirmar su identidad química. 

En la Figura 5 se presenta un esquema que describe la propuesta probable de 

fragmentación que explica la existencia de los fragmentos 304 y 364 que posteriormente 

fueron utilizados en los análisis de fragmentación secundaria. 

-102 

~:~ 
)=o m/z:SM 

l -60 

Figun 5. Formación de los fngmentos 304 y 364 de la Toxina T2 
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ANÁLISIS DE LA TOXINA T2 POR CROMATOGRAFiA EN CAPA DELGADA. 

Con relación a la cuantificación de la Toxina T2 por medio Cromatografia en 

Capa Delgada .. se evaluaron siete metodologías reponadas previamente (Lin Leming et 

al. 1998). con diferentes mezclas de disolventes de elución y reveladores. Los detalles de 

los métodos evaluados se pueden observar en la Tabla 1. 

Tabla t. Sistemas de eluclón y revelado para el análisis de Toxina T2 por CCO. 

Autor Sistema de Elución 

J.F. Hewctson et al ( 1984) CHC13-ACOEt-EtOH 

(50:25:25 V/V) 

B. Ya.gen. A. Sintov Tolucno-AcOEt·Acetona 

(1986) (7:2:1 VN) 

R.O. Wci. F.S. Chu (1986) Tolueno-AcOEt 

(1:3 VN) 

Revelador 

Rociar con 4-{p-nitrobencil) piridina. 

calentar por 30 min. a 1 SOºC. 

Rociar con mctóxido de Sodio o butó"ido 

de Sodio y observar en UV. 

Rociar con H 2SO.- ( 1 :3 V /V) y calentar en 

parrilla. 

H.M;Stah~,etal (1986) Me0H-H.:O-CH3COOH Rociar con ácido cromotrópico y calentar 

(6S:3S: 1 v/v) con O.So/o de NaCl de 4-S min. a 1 IOºC. 

B.B.hiruiset al {199:?) Diclorometano-McOH Observar con luz UV a 36S O 254 nm . 

D.G. Corley et al 

(1984) 

. : (92:8VN) 

Benceno-Acetona (3:2 VN) 

A. Bata. A. Vanyi. R. Benceno-Acetona ( 12:7 V /V) 

LasZlily ( 1987) 

Rociar con sol. de p-anisaldehido {0.2SmL 

p-anisaldehfdo en McOH-CH 3COOH

H.:SO. 8S: 1 S:S V N) calentar en parrilla. 

Rociar con 4-(p-nilrobencil) piridina al 

1 o/o en let~c:loruro de carbono-CHCl3C 

(3:2 V/V) seguido de tetractilenpentamina 

al 100/o en letracloruro de carbono-CHCl3 

(3:2 V/V) calentar' por 30 min. a ISOºC. 
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Con base en la mejof separación de los componentes de tricoticenos de tas 

mezclas de estudio, así como la mejor sensibilidad y correlación entre la intensidad de las 

manchas y la concentración; f"ue seleccionado el método de D.G. Corley et al ( 1984), fase 

móvil benceno .. acetona (3:2 v/v}, solución reveladora de p-anisaldehido (0.25mL p

anisaldehido en MeOH:CH3COOH:H2SO .. (85: 15:5 v/v), el revelado se realizó con 

exposición directa a una plancha ténnica. 

Una vez seleccionadas las mejores condiciones de trabajo para la Cromatografía 

en Capa Delgada .. se procedió .con el análisis del estándar de Toxina T2 .. el cual se analizó 

en un intervalo de concentración de 0. t a O. 7 mg mL~ 1 .. en la Figura 6 .. se observan dos 

placas que muestran los perfiles de separación del estándar. Posteriormente. se construyó 

una curva de calibración tomando como referencia las concentraciones del estándar y las 

intensidades respectivas obtenidas mediante el densitómetro ••Alpha lnnotechu. los datos 

correspondientes a la curva de calibración se pueden observar en la Tabla 2. en la cual se 

presentan los promedios de las intensidades de cada mancha y las desviaciones estándar 

respectivas.. las diferentes diluciones utilizadas se describen en el apartado V .2. 

Finalmente .. en la Figura 7 se presentan gráficamente los datos de la curva de calibración 

obtenida. en la cual se obseiva que el método es lineal hasta niveles de 0.5 mg mr 1 

(R2=0.91 ). y se encontró un orden de magnitud de la sensibilidad de 0.1 mg mL- 1
• 

Figura 6. Placas de est•ndar de Tollina T2 a diferentes conc:entraclones. 

TESIS COW 
FALLA DE ORIGEN 
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Tabla 2. Curva de Calibración de estándar de Tollina T2 en CCD 

Concentración (mg mL") Promedio de AVG Desviación Est. 

0.10 29 7.071 

0.25 54.5 9.192 

0.50 75.5 0.707 

0.70 79 0.000 

A VG- Valor promedio de la densidad ópttca después de la corrección del fondo. 

030 0«) oso 
Concentracioncs(mg L·l l 

Figura 7. Curva de Calibración por Densitometria de CCD estándar de Toxina T2. 

Para confirmar los parámetros linealidad y sensibilidad encontrados para la 

técnica de ceo.. se analizaron muestras extraídas de sorgo para la identificación y 
cuantificación 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 

llevó a cabo la extracción de las muestras., la cual se describe en el apartado V.2 material 

y metodologías de este trabajo (Langseth et al. 1998). En la Figura 8 se presenta la 

cromatoplaca correspondiente a la separación de dos muestras de sorgo., incluyendo un 

estándar de Toxina T2 de concentración conocida. Se puede notar que la muestra 1 

presenta una mancha con un Rf'=0.82. el cual es similar al del estándar (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 sors,o de referencia 

Muestras de Sorco Concentn1clón (ma mL-1) 

Mtra 1 0.99 

Mtra2 0.44 

Est mtra 1 Mtra2 

Figura 8. Coelución de 2 muestras de sorao y el estándar de la Toxina T2. 

De los resultados obtenidos se observa que el método de análisis por CCD no 

registra niveles de Toxina T2 por debajo de 0.99 mg mL- 1 en muestras de sorgo ya que la 

muestra 2 con niveles de 0.44 mg mL- 1 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. así como a la baja sensibilidad encontrada para este método. 

Finalmente. se puede decir que de acuerdo a los resultados obtenidos.. la 

detern1inación 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 

análisis cualitativos o bien la determinación de intervalos de concentración por arriba de 

0.9 mg mL~ 1 en muestras de sorgo. En cuanto a sus ventajas podemos mencionar que es 

una técnica barata~ sencilla ':I accesible .. sin embargo .. dentro de sus desventajas se 

encuentra que la Lécnica de extracción no es eficiente y su tiempo de proceso es largo 

(155 min.). 
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SELECCIÓN DEL MÉTODO PARA LA DERIVATIZACIÓN DE LATOXINAT2 

Continuando con las metas experimentales. se realizó la cuantificación de la 

Toxina T2 por medio de Cromatografia de Gases acoplado al Espectrómetro de Masas. el 

análisis se realizó en dos modalidades. derivatizando la Toxina T2 y sin derivatizar. 

obteniéndose los siguientes resultados: 

Para establecer las mejores condiciones de análisis de la Toxina T2 mediante la 

tt.!cnica de Crornatografia de Gases se evaluaron 5 reacciones diferentes para la 

derivatización. La primera derivatización (Rizzo. et al .. 1986; Langseth. et al.. 1992 y 

Mossoba. et al. t 996) consistió en una reacción de si litación que presenta dos variantes .. 

las diferencias entre estas variantes radican en la mezcla de derivatizadores usada. la 

ten1peratura de reacción y los disolventes de extracción. Los detalles de las dos formas de 

reacción pnra la primera derivatización se muestran en la Tabla 4. Con las dos formas de 

reacción se derivatizaron muestras de una mezcla de tricoticenos y un estándar puro de 

Toxina T2 con a una concentración de 17 µg mL. 1; los resultados cromatográficos de la 

inyección de estas muestras de estándares también se presentan en la Tabla 4. 

Tipo de Reacción 

Concentración 

(17 µgmL" 1 ) 

A rea Bajo la 

Cunra 

Riqueza 

Tabla ..a. Reacción de sililación de Tox.ina T2 

Reacción 1 

TMSI Calentar a 60ºC por 1 hora 

Mezcla de 

Toxinas:T:?. DAS 

y NEO 

13 .. 026.:?26 

12.111.712 

Toxina T2 

28.576.801 

179.472.170 

Reacción 11 

TMSI. TMCS. Acetato de etilo ( 1 :0.2:9) 

A Temp. ambiente por 1 S min. 

Mezcla de 

Tmdnas:T2. DAS y 

NEO 

813.9::?3 

1 l.::?22.487 

Toxina T2 

::?.176.598 

::?::?.975.:?84 

En la Tabla 4 se observa que los picos de la reacción 1 tienen mayor rendimiento 

que la reacción 11. dado que la riqueza y el área bajo la curva en la reacción l son cerca de 
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ocho veces más intensos que los observados en la reacción 11. Lo anterior puede ser 

explicado en función del efecto de la temperatura a la cual se realiza la reacción l., con lo 

cual los rendimientos de los productos aumentan., sin embargo .. la formación de dos fases 

al término de la derivatización agregando agua y hexano para la reacción 1 y acetato de 

etilo en la reacción II, resulta en una separación pobre de las fases., con lo cual se dificulta 

la toma de la muestra para la inyección. Adicionalmente .. se observó que la utilización de 

agua en la formación 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 desempeño de la columna y la cámara de ionización 

del espectro de masas. 

En las figuras 9 y 1 O se presentan los cromatogramas obtenidos de acuerdo a la 

1netodología de la primera derivatización tanto con la mezcla de estándares de 

tricoticenos así como el estándar de la Toxina T2 siguiendo la metodología de la 

Reacción l. En la figura 9 se observa que se obtienen los tres tricoticenos derivatizados y 

la resolución no es suficiente. 

Chran!Atao;1r-...., P1at D;, ••• ~LNTAN14 07/25/01 14:1D: 50 
i:orrwnent: 
S.::an No: 1263 Retent;on T;me: 21:06 RlC: 23813224 M.1155 ll:.11n.i:ie: 50 - 645 
Plotted: 126J to 2403 R.llnge: 1 to 3009 10(.ri,. • 1570003863 
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Figura 9. Cromatograma de mezcla de estándares de tricoticenos derivatizados por 

la Rección J. 
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Figura 10. Cromatograma de la Toxina T2 derlvarizada por la Reacción l. 
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En la figura 10 se observa el cromatograma de la Toxina T2 una gran saturación e 

impurezas lo que no permite identificar con claridad el pico de la toxina, probablemente 

esto se debe a los productos obtenidos de la reacción así como al disolvente de extracción 

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 

reacción 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 obtención de la Toxina T2 

ya que se observan los fragmentos característicos de esta toxina derivatizada (miz 436 y 

350). así mismo se observa que existen otros fragmentos que no corresponden a la 

fragmentación 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 

observó que los disolventes de extracción utilizados no son los ideales para la columna 

capilar. 

l. - -
~~--
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Figura 11. Espectro de Masas del estándar de la Toxina T2 derivatizada presente en 

la mezcla de tricoticenos de la Reacción l. 

.... 1'1 

O:, ••• 'PLNTANl.4 

Minus: 2139 to 2143 
2~<;1 

211 2"44 

27:! 

HO 
415 

07 /2 5/01 14 :10: 50 

J.ClrA • 53132 

Figura 12. Espectro de Masas del estándar de la Toidna T2 derlvatizada por la 

Reacción l. 
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En las figuras 13 y 14 se presentan los cromatogramas obtenidos de acuerdo a la 

metodología de la primera derivatización tanto con la mezcla de estándares de 

tricoticenos asi corno el estándar de la Toxina T2 siguiendo la metodología de la 

Reacción 11. Como se puede observar en los crornatograrnas obtenidos. la separación de 

los picos es deficiente. además se observa que la línea base esta elevada. esto 

probable~ente se debe a la disolución de la fase estacionaria de la columna capilar 

provocado por la presencia de agua proveniente de la separación de las fases ya que el 

acetato de etilo puede arrastrar agua. 

Postcrionnente en las figuras 15 y t 6 se presentan los espectros de masas de la 

reacción 11 de la Toxina T2 en la mezcla de tricoticenos y de la Toxina T2 derivatizados 

respectivamente. En estos espectros de masas se confirma la obtención de la Toxina T2 

ya que se observan los fragmentos caracteristicos de esta toxina derivatizada (miz 436 y 

350). así mismo se observa que existen otros fragmentos que no corresponden a la 

fragmentación secundaria de la Toxina T2~ esto se debe a la presencia de residuos de la 

columna capilar. ya que se observó que el acetato de etilo arrastra agua y ésta disuelve la 

fase estacionaria de la columna capilar. la cual se identificó en el detector de masas por 

medio de la biblioteca NIST. 

~=~!~gr..., P1ot D:, ••• 'PLNTAN1S 07/2S/01 l.S :04 ;JS 

::,.:,,. rl-,: l.208 l<,pt;..,,.,ti~., l'ion,p: 20:11 f<I"•:: 1JJ74l.9 ""•~i. ll.<4n.;¡..,: '50 - 64'5 
~1ott•rl' l.208 'ta )O].]. R"r.g~: 1 to JOl..l.. 1úf~ • SJ074'9'5l.6 
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Figura 13. Cromatograma de mezcla de estindares de tricoticenos derivatizados por 

la Rección JI. 
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Figura 14. Cromatograma de la Toxina T2 derivarizada mediante la Reacción 11. 
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Figura 15. Espectro de Masas del estindar de la Toxina T2 derivatizada presente en 

la mezcla de tricoticenos de la Reacción U. 
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Figura 16. Espectro de Masas del estándar de la Toxina T2 derivatizada por la 

Reacción 11. 
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La segunda reacción de derivatización evaluada (Trenholm9 et al9 1983; Redová., 

et aJ9 1998) consistió en una reacción de sililación. Los detalles de los reactivos 

. empleados .. los tratamientos de reacción y los disolventes de extracción se muestran en la 

Figura 1 7 9 de la cual si se obtuvo la toxina volatiliznda. 

Tomar 100µ1 de Toxina T2 

Evaporar Disolvente con N 2 

Agregar 100 µI de 
TSIM:TMCS (6:2) 

15 min. a temp. ambiente y 15 
min. a 60ºC secando con N 2 

Agregar 1 mi de agua 

Agregar 500µ1 de isoctano 

Colocar en el Vortex 30 seg. 

Extraer la fase orgánica y 
guardarla en congelación 

hasta su uso. 

Figura 17. Esquema de la metodologia para la segunda derivatlzación. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN · 
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Para la tercera reacción de derivatización que fue evaluada (Gore .. 1984; 

Schothorst. et al. 2001) .. se llevó a cabo en las mismas condiciones que se describen para 

la segunda derivatización.. siendo la única diferencia la mezcla de derivatizadores 

empleada .. que para el caso de esta reacción fue: N-trimetilsililimidazot (TMSI)., N.,0-

bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) y trimetilclorosilano (TMCS) en una 

proporción de 3:3:2. Con esta reacción no se obtuvieron derivados volátiles de Toxina 

T2., ya que en los cromatogramas correspondientes no se observó ningún pico. 

La cuarta derivatización evaluada ( Kotal et al .. 1999) f'ue una trifluoroacetilación., 

en la cual se empleó bicarbonato de sodio anhidro, anhídrido trifluoroacético (TFAA) 

como reactivos catalizadores de la reacción. Las condiciones para esta reacción fueron: 

incubación a 80ºC por 30 minutos, posteriormente se adicionó tolueno y agua para forzar 

la separación de las fases de la reacción. se recuperó la f"racción orgánica y se le agregó 

sulfato de sodio anhidro. La quinta reacción de derivatización evaluada (Schollenberger 

et al, J 998) también consistió en una reacción de trifluoroacetilación, el procedimiento 

que se llevó a cabo es similar a la cuarta derivatización descrita, con la diferencia de la 

temperatura de incubación de la reacción, que para este caso f"ue de 60ºC por 20 minutos. 

De estas dos reacciones de trifluoroacetilación 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 función de los impedimentos estéricos que se 

presentan, tanto en el hidroxilo libre de la Toxina T2, así como por el reactivo 

derivatizador voluminoso empleado. Adicionalmente, las propiedades ácidas del ácido 

trifluoroacético pueden determinar reacciones de apertura del epóxido de la Toxina T2 as( 

como reacciones de eliminación de las cadenas laterales. 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con las 5 diferentes reacciones de 

derivatización evaluadas, se detenninó que la segunda reacción fue la más adecuad~ ya 

que se obtuvieron los mejores resultados en cuanto al rendimiento de la Toxina T2 

derivatizada y por tanto de mayor sensibilidad. Los resultados que se muestran más 

adelante fueron obtenidos empleando dicho método de derivatización. 
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ANÁLISIS DE LA TOXINA T2 MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES 

ACOPLADA A ESPECTROMETJÚA DE MASAS 

La cuantificación de la Toxina T2 por medio del Cromatógraf'o de Gases acoplado 

al Espectrómetro de Masas que se describe a continuación se agrupa de acuerdo a la 

derivatización de la toxina y al tipo de fragmentación que se llevó a cabo en el 

espectrómetro de masas, ya sea en modo de Barrido Completo o EM/EM. Cabe 

mencionar que los iones 304,. 364 y 350 miz, 'fueron elegidos en base a su alto peso 

molecular y a su especificidad respecto de la Toxina T2, lo cual se determinó en base a la 

literatura consultada (Rizzo et al, 1986; Radová 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. Análisis de Toxina T2 sin derivatizar en modo de Barrido Completo. 

Para Ja cuantificación de la Toxina T2 sin derivatizar en modo de Barrido Completo., 

se realizó una curva de calibración con un estándar de concentración conocida. Las 

condiciones empleadas en el sistema del Cromatógrafo de Gases acoplado al Espectro de 

Masas así como las diferentes diluciones de la curva de calibración se describen en la 

sección de materiales y metodologias. En la Tabla S se presentan las concentraciones de 

tos estándares empleados en este experimento., asi mismo se pueden observar Jos 

resultados del área de los picos obtenidos con la integración de los picos correspondientes 

a la Toxina T2. Adicionalmente., en la Figura 18 se presentan en forma gráfica los datos 

obtenidos de la curva de calibración., como se puede observar en esta gráfic~ se encontró 

que existe una correlación lineal de R 2=0.98 entre la concentración de la toxina y la 

respuesta del equipo en un intervalo de 4 a 200 µg L·'., concentraciones por arriba de 200 

µg L- 1
• se pierde la linealidad, probablemente se debe a la saturación del equipo. 



Tabla 5. Curva de calibración de Toxina T2 sin derlvatlzar en modo Barrido 

Completo. 

Concentración Area Bajo la Curva 

(µg Lº') (ABC) 

4 890 

20 7198 

40 7653 

80 13872 

200 31920 

1000 45117 

50000 
45000 .. 40000 e:: .. 35000 u 
30000 ..!! 

o 25000 

~ 20000 .. 15000 
I! 10000 ·C 

5000 

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

ConcentrllClón (µg L-1) 
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Figura 18. Curva de calibración de Tóxina T2 sin derivatizar en modo de Barrido 

Completo. 

No obstante, de que la técnica descrita. indica un orden de magnitud de 

sensibilidad de 4 µg L-1
• cuando se aplicó en el análisis de muestras reales de sorgo 

contaminadas no se detectó la presencia de la Toxina T2 en muestras que previamente 

hablan sido valoradas mediante la técnica de ELISA. En la Tabla 6 se muestran los 



40 

resultados obtenidos del análisis de muestras reales de sorgo. donde se presentan valores 

en un intervalo de 10 a 387 µg Kg- 1
• los cuales no fueron registrados mediante el análisis 

de la Toxina T2 sin derivatizar en modo de Barrido completo. Los resultados anteriores 

demuestran la imponancia de la derivatización 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. la poca sensibilidad encontrada por esta 

técnica se puede explicar en base a que se requieren detectar cantidades muy pequei\as de 

la Toxina T2 en una matriz compleja y se observan muchas inteñerencias. 

Las ventajas observadas en esta metodología son: el orden de magnitud de la 

sensibilidad encontrado es mejor respecto a la CC09 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 están la pérdidas de la toxina durante el 

procedimiento de la extracción ya que se requieren de muchos pasos intermedios para 

llegar al extracto final y la poca sensibilidad encontrada. así como su instrumentación. 

Tabla 6. !\luestras de 5orgo reales analizadas por la técnica de CG·EM modo de 

Barrido Completo sin derivatizar y ELISA. 

ELISA CG-EM 
l\-lueslra 

(p& Ka" 1
) (pa L-1) 

1 280.85 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 

., 8 ... : 10.00 ND 
9 44.00 ND 
10 61.10 ND 

ND. No detectado 
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B. Análisis de Toxina T2 sin derivalizar en modo de EM/EM .. 

Para la cuantificación de la Toxina T2 mediante Cromatografia de Gases Y 

Espectrometria de Masas en modo de EM/EM. se realizó una curva de calibración (Tabla 

7) con un estándar de concentración conocida en un intervalo de S a 500 µg L. 1 como se 

describe en la sección de materiales y metodologías. Las diluciones obtenidas R 

inyectaron al cromatógrafo de gases acoplado al Espectrómetro de Masas. en este último 

se utilizó EM/Ef\.t. monitoreando el fragmento ión 304. Los resultados de la riqueza 

obtenidos por este método para cada dilución se presentan en la Tabla 7 y en la Figura 19. 

donde se indica que el coeficiente de correlación obtenido para los tres puntos detectados 

fue de r=0.91 .. la linealidad obtenida no es óptima. sin embargo la finalidad es observar 

la tendencia de la curva .. ya que no se optimizó el método. De los resultados obtenidos .. se 

encontró que el orden de magnitud de la sensibilidad es de 100 µg L- 1 
.. por otro lado .. se 

observa que los niveles de Toxina T2 en el intervalo de S a SO µg L- 1 no fueron 

detectados mediante esta técnica.. lo cual podría 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 ión 304 (40%>). 

Tabla 7. Curva de calibración de Toxina T2 en EM/E~I ión 304. 

Concentración (P& L-') Riqueza 

s ND 

25 ND 

so ND 

100 JI 

250 37 

500 100 

ND. No detectado 
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Figura 19. Curva de calibración de Toxina T2 sin derlvatlzar EM/EM ión 304. 

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos del análisis de muestras de 

sorgo de referencia. Estas muestras se prepararon asperjando una concentración conocida 

de Toxina T2 en sorgo previamente analizada la cual no contenía 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 µg L· 1
• Los valores de 

Toxina T2 obtenidos mediante esta técnica concuerdan en un 9lo/o 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 eliminación de 

las interferencias presentes en la muestra a través de la selección de los fragmentos que 

son específicos en esta toxina como es el caso del ión 304. 

Entre las ventajas observadas en este método de análisis. 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; el tiempo de proceso es menor que para la eco e 
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igual al modo de Barrido ,Completo (100 min.); entre las desventajas están la pérdidas de 

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

intermedios para llegar al extracto final. así como su instrumentación. 

Tabla 8. Muestras de sorgo de ref'erencia analizadas por la técnica de CG-EM 

EM/EM ión 304 sin derivatizar 

No.de 
Concentración Estimada (pg Lº1

) Concentración Obtenida (PK Lº1
) 

muestra 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

500 

~ 450 
i!. 
.a 

J 
.g 
ü 

! 
u 

400 

350 

300 

250 

200 
50 100 

90 295 

180 331 

270 340 

360 419 

450 472 

280 324 

387 400 

• 

150 200 250 300 350 500 

Concentración Eatimade (µgl-t) 

Figura 20. Correlación entre los valores Estimados y Obtenidos de Toxina T2 

mediante CG-EM modo EM/EM ión 304 sin derivatlzar. 
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C. Cuantificación de la Toxina T2 derivatlzada en modo de Barrido Completo. 

Para Ja cuantificación °de la Toxina T2 derivatizada mediante la técnica de CG-EM en 

modo de Barrido Completo,. se realizó una curva de calibración con un estándar de 

concentración 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 

metodologí~ se empleó et procedimiento descrito en la segunda derivatización. El 

producto obtenido de la derivatización fue analizado en el Espectrómetro de Masas en 

modo de Barrido Completo y las áreas correspo~dientes a cada dilución se muestran en la 

Tabla 9. Adicionalmente,. en la Figura 21, se presenta la curva obtenida en f"onna gráfica.. 

donde se observa que la linealidad del método posiblemente se encuentra en el intervalo 

de SO a 250 µg L-1 y la linealidad obtenida (R2~0-91) no es óptima. sin embargo la 

finalidad es observar la tendencia de la curva,. ya que no se optimizó el método. Se 

observa que el orden de magnitud de la sensibilidad se encuentra alrededor de 50 µg L-1• 

Tabla 9. Curva de calibración de Toxina T2 derivatlzada en CG-EM en modo de 

Barrido Completo. 

Concentración (pg L- ) Area Bajo la Curva (ABC) 

50 776 

300 1658 

2000 2934 

3500 

3000 

~ 2500 
u 
.!! 2000 

i 1500 

.i 1000 

• 
500 

750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 

Concentración(µ g L-1) 

Figura 21- Curva de calibración de To1ina T2 derivatizada en CG-EM en modo de 

Barrido Completo. 



De las muestras reales de sorgo analizadas por esta metodología no se obtuvieron 

resultados ya que no se registró la presencia de la Toxina T2 en los cromatogramas 

correspondientes. Probablemente esto se debió a la reacción de derivatización. ya que al 

llevar a cabo este tipo de reacción en una mezcla tan heterogénea como es el extracto de 

muestras de sorgo. es posible que reaccionen más componentes de ésta mezcla haciendo 

deficiente la derivatización de la Toxina T2 y generando gran variedad de compuestos 

que no penniten una adecuada separación en el cromatógrafo de gases así como una 

deficiente identificación en el detector de masas. 

Entre las ventajas encontradas en este método de análisis 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 SO µg L- 1
• el 

tiempo de proceso es menor que para la CCD; entre las desventajas están la pérdidas de la 

toxina durante el procedimiento de la extracción. ya que se requieren de muchos pasos 

intermedios para llegar al extracto final. su tiempo de proceso es mayor (140 min.) al 

análisis de la toxina sin derivatizar .. se tienen muchas más interferencias que se derivan 

del tipo de reacción y finalmente su costosa instrumentación. 

O. Cuanliflcación de la Tollina T2 derlvatizada en modo EM/EM del ión 350. 

Para la cuantificación de la Toxina se realizó una curva de calibración con un 

estándar de concentración 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 empleó el procedimiento descrito en la segunda derivatización. Estas 

diluciones se inyectaron al Cromatógrafo de Gases acoplado al Espectrómetro de Masas 

en modo EM/EM ión 350. En la Figura 22 se presenta la curva de calibración obtenida 

mediante este experimento. en la cual se observan las diferentes diluciones así 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 óptima. sin 

embargo la finalidad es observar la tendencia de la curva. ya que no se optimizó el 
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método .. De los resultados obtenidos, se encontró que el orden de magnitud de la 

sensibilidad es de 100 µ.g L.-1,. por otro lado, se observa que los niveles de Toxina T2 en el 

intervalo de S a 50 µg L-1 no fueron detectados mediante esta técnic~ lo cual podría ser 

explicado debido a las diferentes diluciones que se realizaron para obtener esas 

concentraciones tan bajas, a la técnica de extracción y esto aunado a la poca abundancia 

relativa que presenta el ión 350 (40%). 

Tabla JO. Curva de Calibración del estándar de Toxina T2 derivatizado en modo 

EM/EM Ión 350. 

Concentración (pg L" ) Area Bajo la Curva (ABC) 

s NO 

25 NO 

so NO 

100 97 

300 216 

500 512 

ND- No Detectado 

600 

500 • 
~ 400 .. 
.!I 

i 300 

¡ 200 

100 

o 
o 100 200 300 400 500 600 

Concentr.cl6n Cµgl-1) 

Figura 22. Curva de Calibración del estándar de la Toxina T2 derivatizada en 

modo EM/EM del ión 350. 
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De las muestras reales de sorgo analizadas por esta metodología no se obtuvieron 

resultados ya que no se registró 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 eliminación de las interferencias presentes en la muestra a través 

de la selección de los fragmentos que son especificas en esta toxina como es el caso del 

ión 350 .. sin embargo .. esto no se observó probablemente debido a la gran cantidad de 

pasos intermedios que se realizan durante el proceso de extracción de las muestras y a la 

reacción de derivatización. ya que al llevar a cabo este tipo de reacción en una mezcla tan 

heterogénea como es el extracto de muestras de sorgo .. es posible que reaccionen más 

componentes de ésta mezcla haciendo deficiente la dcrivatización de la Toxina T2 y 

generando gran variedad de compuestos que no penniten una adecuada separación en el 

cromatógratb de gases así como una deficiente identificación en el detector de masas. 

Los resultados obtenidos del análisis de la Toxina T2 derivatizada mediante 

Espectromctría de Masas en modo de Barrido Completo y en modo EM/EM .. pennitieron 

establecer que el orden de magnitud encontrado es de SO y 100 µg L- 1 para modo de 

Barrido Completo y El'.-1/EM respectivamente. Lo anterior puede ser explicado en función 

de la reducida abundancia relativa que presenta el ión especifico seleccionado (miz 350). 

No obstante. de que los niveles de detección son menores en el modo de EM/EM. se 

observa que la selección de un solo ión para su fragmentación secundaria pcnnite obtener 

una mayor pureza electrónica en la detección 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 análisis se encuentran e1 orden 

de magnitud de la sensibilidad encontrado. el cual es mejor respecto a la CCD y a la CG

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: y la correlación encontrada de la cun.·a de calibración (.-2=0.94) es mejor que la 

obtenida en la misma técnica pero sin derivatizar (.-2=0.91 ). Entre las desventajas están la 

perdidas de la toxina durante el procedimiento de la extracción ya que se requieren de 
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muchos pasos intennedios para llegar a1 extracto final, el tiempo de proceso es 

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

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

instrumentación es complicada. 

Chrom.11togo-.am Plot O:, ••• 'PL.NTAl.'45 l.O/l.0/0l. 12:57:21 
..:omrn~n'I:: 
:>;;in No: 1502 f.eten~.;'ln T~"'E<: 25:05 ftlC: 95'415 M.u.1. R<an·¡'IC! 50 - &48 
Pl~•T.ed: 1500 t'l 1800 R~nge; l. t>J 1926 i11rft., ~ 52&43210 
0.29'1. 

1500 
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º·º°" 
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TOT-

¡~~ ~f.0iYvhtl.~ .. j' !TESIS CON 
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25;53 26: .. 3 27:33 28:23 29:13 

Figura 23. Cromatogramas de Toxina T2 derivatizada y analizada en modo Barrido 

Completo y EM/EM ión 350 miz. 
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Cuantificación de la Toxina T2 Sin derh•atizar por Inserción Directa-EM. 

Para e) análisis de la Toxina T2 mediante inserción directa en Espectrómetro de 

Masas .. inicialmente se detenninó la rampa de temperatura óptima para la deserción de la 

muestra en la cámara de ionización. 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" 1., se puede observar que la mezc1a presente 

en las muestra analizada se resuelve en forma óptima con una velocidad de 5 mA seg" 1
• 

TESIS CON 
FALLA DE OlliGEN 

Figura 24. Termogramas de la Toxina T2 en Inserción Directa a diferentes 

,•elocidades de calentamiento del inserto directo. 
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Una vez estableci~a la velocidad óptima para el análisis de Toxina T2 mediante el 

Inserto Directo del Espectrómetro de Masas, se procedió a la cuantificación de muestras 

de estándar de Toxina T2 y de muestras de sorgo de referencia conteniendo niveles de 

toxina en un rango de 18 a 3000 µg Lº 1, en los modos de Barrido Completo y EM/EM 

monitoreando la fragmentación de los iones 185, 304 y 364 miz. En la Figura 25 se 

presentan los termogramas obtenidos del análisis de muestras mediante la inserción 

directa, a partir de estos análisis se puede observar que los mejores resultados en cuanto a 

sensibilidad y resolución, se obtienen a través de la fragmentación del ión 364, con el 

cual se registra la Toxina T2 hasta niveles de 45 µg L.1 y presenta una variación entre los 

valores esperados en las muestras de referencias y los valores experimentales de 13%. 

Cabe mencionar que estos parámetros analíticos son aceptables considerando que las 

muestras no fueron derivatizadas9 ni fueron separadas en el Cromatógrafo de Gases. 

O't/l•/'Cll 19>U1H 

•• ~.;~; Fn't.1 __,. ~~.:!·: ::.;.r• 

Barrido 

Figura 25. Termogramas de Tollina T2 sin derlvatlzar analizada en Inserto Directo 

en modo Barrido Completo y EM/EM Iones 185, 3041"'-'y._.3;..64;....;..;;m/~z.;:;.;... ________ _ 

TESIS COl\T 
FALLA DE ORIGEN 
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Entre las ventajas encontradas mediante ésta técnica se encuentran la detección de 

la Toxina T2 a niveles por debajo de todas las técnicas analizadas .. no se requiere la 

derivatización de la toxina. ni la separación en el cromatógrafo de gase~ su tiempo de 

proceso es muy corto. Una de las grandes desventajas de este método es su costosa 

implementación .. ya que se requiere una configuración del equipo de análisis de masas 

que pennita la inserción directa de las muestras a la cámara de ionización .. así como los 

filamentos del inserto directo los cuales son frágiles y costosos. 

Comparación de las Técnicas utilizadas para el análisis de Toxina T2 

Finalmente .. en la Tabla 11 .. se presenta la comparación de las diferentes técnicas 

instrumentales que fueron evaluadas para el análisis de la Toxina T2. Cabe mencionar 

que el lín1itc máximo pennitido por las Normas de Regulación en México es de 150 µg 

L-'. 

En la Tabla 11 se observa que la técnica con el mejor orden de magnitud de 

sensibilidad l!ncontrado es la Inserción Directa en el espectro de masas con 45 µg L- 1
• en 

contraste. la técnica de eco presenta un orden de magnitud mínimo encontrado de 900 

µg L- 1
• Adicionalmente. de todas las técnicas evaluadas. la que requiere el menor tiempo 

de proceso es la técnica de Inserción Directa. ya que el procedimiento se completa en 65 

minen tanto que la técnica de CCD requiere de 155 min. Cabe mencionar que la técnica 

de ELISA presenta un orden de magnitud mínimo de 50 µg L. 1 y un tiempo de proceso de 

60 min. lo cual la convierte en una opción aceptable. sin embargo. su utilización como 

método de prueba no es aceptado en las Nonnas Oficiales que regulan los Niveles 

Máximos de Micotoxinas (SAGARPA. 2001). debido a que el grupo A de tricoticenos 

agrupa a una gran cantidad de derivados con et mismo núcleo 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 identificación y cuantificación de la Toxina T2 y otras toxinas del 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 

instrumentación y mantenimiento. 

Por otro lado.. la técnica de Inserción Directa no requiere una separación 

exhaustiva .. además 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 inserción directa no es necesario llevar a cabo la 

derivatización de la Toxina T2 y el tiempo de proceso es relativamente corto 

comparándolo con la CG-EM. La desventaja que presenta la técnica de Inserción Directa 

es que el costo para instrumentarla es muy elevado. 

Finalmente~ en el presente trabajo se muestra la técnica de Inserción Directa como 

una técnica con gran potencial para el análisis de la Toxina T2 y posiblemente para el 

análisis de otras micotoxinas. 
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Tabla 11. Comparaición de las diferentes técnicas utilizadas para la cuantificación de 

la Toxina T2. 

Sen5ibilidad 

Técnica utilizada Orden de Magnitud minima 
Tiempo de procHo 

encontrada (pg 1º1
) 

(mln.) 

CCD 900 !SS 

ELISA so 60 

S/D (Barrido) 200 100 

D (Barrido) so 140 
CG/MS 

S/D (Ms/Ms) 100 100 

D (Ms/Ms) 100 140 

S/D 1 ID 364 4S 6S 
(Ms/Ms) 
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VII. CONCLUSIONES 

Del análisis y discusión de los resultados del presente trabajo se desprenden las 

siguientes conclusiones: 

Se determinó el orden de magnitud de la sensibilidad de las diferentes técnicas 

;inaliticas siendo.. la Inserción Directa la técnica con la cual se obtuvo la mejor 

sensibilidad para la cuantificación de la To><ina T2 (4Sµg L- 1
). 

La Inserción Directa se muestra como una técnica con gran potencial para su uso 

en el análisis de la Toxina T2 y posiblemente para otras micotoxinas. 

La CCD es una técnica muy barata y accesible .. sin embargo .. está fuera de los 

requerimientos de la Norma para utilizarse como método de prueba 

La CG-MS es de las mejores técnicas para la detenninación de Toxina T2 .. sin 

embargo el tiempo de proceso es muy largo y su instrumentación costosa. 

La técnica de ELISA tiene un buen límite de detección 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 Máximos de Micotoxinas. 

Respecto al método de extracción es importante su optimización .. especialmente 

en el número de pasos realizados .. a.si como en la utilización de las columnas de 

extracción en fase sólida. 

Cabe mencionar que el objetivo de esta tesis no fue optimizar ni validar la metodología 

estudiada .. sin embargo.,. se debe mencionar como conclusión: 

Es conveniente optimizar las curvas de calibración realizadas con intervalos 

de concentración más amplios y más cercanos para mejorar la región lineal. 

Optimizar el recobro de las muestras. 
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