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RESUMEN

Las aflatoxinas y ocratoxina A son las micotoxinas mas
estudiadas debido a su elevada toxicidad y amplia distri-
bucion.

En este trabajo se describe un método de analisis simul-
taneo de las aflatoxinas B,, B,, G,, G, y la ocratoxina A
en compost por HPLC-MS. El método consiste en una
extraccion de las toxinas con MeOH:H,O, posterior purifi-
cacion de la muestra con cartuchos de extraccion en fase
sélida y posterior andlisis cromatografico en 18 minutos
utilizando una columna XTerra (2.1x100mm, 3.5mm).

En este trabajo se demuestra que no hay presencia de las
toxinas de interés a concentraciones superiores a 0,2mg/

kg.

Palabras clave: Micotoxinas. Aflatoxinas. Ocratoxina A.
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SUMMARY

Aflatoxins and ochratoxin A are the most studied myco-
toxins due to its high toxicity and wide distribution. This
paper describes a method for the simultaneous analysis
of aflatoxins B,, B,, G,, G, and ochratoxin A in compost
by HPLC-MS. Mycotoxins were extracted with a mixture

of MeOH and H,O and then it was purified by solid-phase
clean-up cartridges. Toxins were analyzed by HPLC on an
XTerra column (2.1x100mm, 3.5mm) in 18 minutes. This
paper demonstrates that this toxins were not detected in
the samples at a concentration level of 0,2mg/kg.

Key words: Mycotoxins, Aflatoxins, Ochratoxin A, com-
post, composting, HPLC-MS

RESUM

Les aflatoxines i I'ocratoxina A sén les micotoxines més
estudiades a causa de la seva elevadatoxicitat i amplia
distribucio.El present treball descriu un metode d’analisi
simultani de les aflatoxines B,, B,, G,, G, andocratoxina A
en compost per HPLC-MS. El métode consisteix en una
extraccié de les toxinesamb MeOH:H,O, posteriorment es
purifica la mostra amb cartutxos d’extraccié en fase solida
iposterior analisi cromatografic en 18 minuts utilitzant una
columna XTerra (2.1x100mm, 3.5mm).El present treball
demostra que no hi ha presencia de les toxines d’interes a
concentracions superiors a 0,2mg/kg.

Mots clau: Micotoxines, Aflatoxines, Ocratoxina A, com-
post, compostatge, HPLC-MS
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INTRODUCCION

Las aflatoxinas y la ocratoxina A son las micotoxinas mas
comunes a las que estd expuesto el ser humano®. Las
aflatoxinas las producen especialmente Aspergillus fla-
vus y forman una familia de compuestos derivados de la
difuranocumarina. Actualmente, existen 16 tipos de afla-
toxinas entre las que las mas téxicas y mas frecuentes en
alimentos son la aflatoxina B,, aflatoxina B,, aflatoxina G,
y la aflatoxina G,. Sus estructuras quimicas son las que se
muestran en la figura 1.
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Figura 1. Estructuras quimicas de las af-
latoxinas B,, B,, G,, G,

La ocratoxina A (OTA) es producida por especies de los
géneros Aspergillus y Penicillum. La molécula de OTA esta
formada por una isocumarina clorada unida a través de un
grupo carboxilico a la L-fenilalanina mediante un enlace
amido. Su estructura quimica se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de la ocratoxina A.

Durante muchos afios, la investigacion de las micotoxinas
se ha centrado en el campo de la alimentacion ya que se
creia que la Unica via de contaminacion para el ser huma-
no era a través de la ingesta, pero algunos estudios mues-
tran la existencia de otras fuentes de exposicién @. Una de
estas fuentes es por inhalacion de aire contaminado por
toxinas procedentes de hongos, sobretodo en ambientes
donde la concentraciéon de esporas fungicas puede ser
elevada ©. Por ejemplo, es probable que los trabajadores
de silos inhalen junto con el polvo del grano, esporas fun-
gicas que pueden transportar micotoxinas con ellas.

Otro ambiente de trabajo contaminado podria ser las
plantas de compostaje, donde pueden crecer diferentes
géneros de hongos potencialmente productores de toxi-
nas. Como estas toxinas son termoresistentes, no se des-

truiran durante el proceso de compostaje. Ademas, el uso
del compost como abono organomineral podria transferir
las toxinas a las plantas que se cultivaran en los terrenos
tratados.

Debido a la ausencia de publicaciones sobre la presencia
de estas toxinas en el compost, el objetivo de este tra-
bajo se centra en desarrollar un método simultaneo para
la deteccion de estas toxinas, aplicable a compost para
poder estudiar las posibles contaminaciones comentadas
anteriormente.

MATERIAL Y METODOS

Patrones y disolventes

Se dispone de patrones puros de las aflatoxinas B,, G,, B,
G, y de la ocratoxina A. Estos productos han sido suminis-
trados por Scharlab, S.L. (Barcelona)

Los disolventes utilizados son metanol y acetonitrilo sumi-
nistrados por VWR (West Chester, Pennsylvania).

Muestras

Se analizan muestras de 3 tipos de compost producido
a partir de fango de depuradora: dos procedentes de la
depuradora de Blanes recogidas en los afios 2002 y 2007,
donde el compostaje se realiza a través de pilas estaticas
aireadas y una tercera muestra procedente de la depura-
dora de Manresa recogida el afio 2007, donde el compost
se obtiene en canales abiertos

Tratamiento de las muestras de compost hasta obte-
ner el extracto para inyectar en HPLC-MS.

Debido a la estabilidad y no volatibilidad de estas toxinas
a temperaturas altas (5),(6) se decide secar el

compost en la estufa a 105°C hasta peso constante, ya
que la cantidad de agua en las muestras es muy diferen-
te entre ellas y podria alterar la extraccion de las toxinas
(realizada con MeOH:H,0,70:30). Los valores de humedad
calculados para las muestras son los que se muestran en
la tabla I.

TABLA |
Humedad calculada para las
diferentes muestras analizadas.

Afio Humedad Blanes Humedad Manresa
(% peso) (% peso)

2002 34 M.N.A.

2007 20 23

M.N.A.: Muestra no analizada

A continuacion, se trata 1g de muestra seca con 50mL
de MeOH:H,0 (70:30), se deja 30 minutos en agitacion
magnética y se filtra. A una alicuota de 4mL de la mezcla
se afiaden 1,6mL de agua para alcanzar un contenido del
50% en agua y posteriormente se purifica la muestra con
un cartucho OASIS HLB (3cc/60mg). El cartucho se acon-
diciona previamente con 2mL de acetonitrilo y se equilibra
con 2mL de agua. Después, se carga la muestra y se lava
el cartucho con 2mL de agua (5% acetonitrilo). Las toxinas
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se eluyen posteriormente con 2mL de acetonitrilo. A con-
tinuacion, se evapora el acetonitrilo hasta sequedad bajo
una corriente de nitrégeno. Finalmente, se reconstituye
con 1mL de fase moévil.

Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas se resumen a conti-
nuacion: el sistema de deteccién utilizado consta de dos
detectores en serie. El primero es un DAD (Diode Array
Detector) y el segundo es un espectrometro de masas con
ionizacion por electroespray.

-Equipo: Waters Alliance 2690 + ZMD.
-Columna: Waters XTerra MS C18 (2.1x100mm, 3.5 mm).
-Temperatura columna: 30°C
-Fase movil:
A: Metanol (MeOH)
B:H,0 (0,1% HCOOH)

-Vol. Inyeccion: 10mL
-Flujo: 0,2mL/min
-Gradiente de elucion: se describe en la tabla Il.

TABLA Il
Gradiente de elucion cromatografico.

Tiempo/min %A %B
0 40 60
6 85 15
9 85 15
10 40 60
16 40 60
A: Metanol B: Agua

-Detector DAD: Trabajando a una A=350nm.

Condiciones del espectrometro de masas.
Las condiciones del espectrémetro de masas son las que
se describen a continuacion:

-Detector espectrometro de masas: ZMD micromass

PARAMETROS DEL TUNE

-Voltaje del capilar: 3 kV (modo positivo), 2,5 kV (modo
negativo).

-Voltaje de extraccion: 7 V

-Voltaje de cono: de 5a 120 V

-Lentes de radio frecuencia: 0,5 V

-Temperatura de la fuente: 100°C

-Temperatura de desolvatacion: 350°C

PARAMETROS DEL ESPECTROMETRO DE MASAS:
-Energia del ién: 0,5 V.

- Resolucion a masas altas: 12,5.

- Resolucién a masas bajas: 12,5.

- Flujo de gas de desolvatacién: 500 I/h.

- Flujo de gas de cono: 30 I/h.

- Fotomultiplicador: 650.

La deteccién se realiza en modo SIR (Monitorizacion de
un ién, Single lon Recording) aplicando ESI (lonizacién por

electrospray, Electrospray lonization) positivo de 0 a 9,5
minutos donde se detecta las aflatoxinas G,, B,, G,, B,
y ESI negativo de 9,5 a 14 minutos para la deteccién de
la ocratoxina A. Los iones que se utilizan para la cuanti-
ficacién e identificacion de cada toxina se describen en
la tabla Ill. El i6n primario corresponde a la masa de la
molécula protonada en el caso de ESI positivo y despro-
tonada en el caso de ESI negativo y el ién secundario es
el aducto con sodio para las cuatro aflatoxinas. En el caso
de la ocratoxina A corresponde a una fragmentacién de la
molécula.

TABLA Il
lones primarios y secundarios (m/z) de cada toxina, volta-
jes de cono(V) y tiempo de retencién(tr) para cada toxina.

” Voltaje . Voltaje
ion cono ionse- | - ién ir
Toxina ESI primario ion cundario secun- (min)
(m/z) | primario (m/z) ;

W) dario (V)
AFB, | Positivo | 313.1 20 335.0 40 7.09
AFG, | Positivo | 329.1 20 351.0 40 5.54
AFB, | Positivo | 315.1 40 337.0 40 6.35
AFG, | Positivo | 331.0 40 353.0 40 4.46
OTA Nt?\?:' 402.3 20 358.1 40 10.82

Validacion del método analitico

Para validar el método de analisis, se determinaron los si-
guientes parametros: a) linealidad, b) limite de deteccién
y limite de cuantificacion. La validacion se ha realizado
tanto para el detector DAD como para el espectrometro
de masas.

a) Linealidad

Detector DAD: Se preparan diferentes patrones de una
mezcla de las aflatoxinas B,, G,, G,, B, y ocratoxina A de
200mg/L, 300mg/L, 500mg/L y 1 mg/L (correspondiente
a 2,5mg/kg y 12,5mg/kg en muestra) en fase mévil. Se
ha decidido estudiar este rango de linealidad porque el
trabajo se centra en muestras de compost. Evidentemen-
te, para muestras alimentarias este rango deberia ser de
concentracién sensiblemente menor. @

Cada disolucion con los cinco patrones de las toxinas se
ha inyectado 6 veces. Una vez analizadas las areas de
los picos de cada cromatograma se ha obtenido un com-
portamiento lineal desde 2,5mg/kg hasta 12,5mg/kg para
cada una de las toxinas de interés.

Las figuras 1 a 5 corresponden a las rectas de calibrado
para cada una de las toxinas obtenidas con el detector
DAD.
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Figura 1. Recta de calibrado para la aflatoxina G,
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Figura 5. Recta de calibrado para la ocratoxina A

Espectrometro de masas: Se preparan diferentes patrones
de una mezcla de las aflatoxinas B,, G,, G,, B, y ocratoxina
A de 100mg/L, 200mg/L, 300mg/L, 500mg/L y 1 mg/L (en-
tre 1,25mg/kg y 12,5mg/kg en muestra) en fase movil. En
este caso el rango de linealidad puede ser inferior ya que
el espectrémetro de masa es mas sensible que el detector
de UV.

Cada uno de los patrones se ha inyectado 6 veces, se ob-
serva un comportamiento lineal entre 0,1mg/L y 0,5mg/L

para las aflatoxinas G, y B, y entre 0,2mg/L y 1mg/L para
las aflatoxinas G,, B, y para la ocratoxina A entre 0,1 mg/L
y 1mg/L. Las figuras 6 a 10 corresponden a las rectas de
calibrado para cada una de las toxinas obtenidas con el
espectrometro de masas.
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Figura 10. Recta de calibrado para la ocratoxina A
b)Recuperaciones

Se ha aplicado el método de extraccién de las toxinas a
1g de compost, al que se ha afiadido 5mg de cada una
de las toxinas de interés. Es decir en muestra representa
5mg/kg y se ha calculado las recuperaciones de cada una
de las toxinas individualmente. Como se puede apreciar
la concentracién de esta adicion en muestra se encuentra
dentro del margen de linealidad estudiado anteriormente.

Se han preparado 3 muestras y se han calculado las recu-
peraciones de las toxinas. A continuacion el la tabla IV se
muestra el promedio de las recuperaciones.

TABLA IV
Promedio de las recuperaciones de las 3 muestras
5mg/kg muestra | AFG, | AFG, | AFB, | AFB, OTA
promedioreCU- &1 30¢  405%  88%  67,3% 73,1%

peraciones

c) Limite de deteccion y limite de cuantificacion del espec-
trometro de masas:

El limite de cuantificacion es la minima cantidad de ana-
lito que el sistema es capaz de determinar en el margen
de trabajo. Se calcula como la cantidad de sustancia que
equivale a un pico de altura igual a diez veces la altura
del ruido. El limite de deteccién se define como la minima
cantidad de analito que el sistema es capaz de detectar,
es decir, que proporciona una sefal diferenciable del rui-
do. Se calcula como la cantidad de sustancia que equivale
a un pico de altura igual a tres veces la altura del ruido.

Los calculos del limite de deteccion y de cuantificacion
se han realizado con un patron de 10mg/L de las toxinas
de interés, en la siguiente tabla se muestra la relacion se-
fal ruido para cada una de las toxinas calculado con este
patron.

TABLA IV
Relacién sefal ruido para cada una de las toxi-
nas calculado con un patrén de 10mg/L

) . Afla- ]
Toxina Aflatoxi- Aflatoxi- toxina Aflatoxina OTA
naG, na G, B B,
2
S/N 2,77 1,7 1,3 2,5 21

Esta relacién sefal ruido permite estimar un limite de de-
teccion para las aflatoxinas de 0,2mg/kg (10 veces inferior
al limite de deteccion de interés) y un limite de cuantifica-
cién de 0,9mg/kg. En el caso de la ocratoxina A se puede
estimar un limite de deteccion de 0,012mg/kg y un limite
de cuantificacion de 0,06mg/kg.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 11, se muestra un cromatograma correspon-
diente a un patron de 0,4mg/L de las cinco toxinas de in-
terés, correspondiente a una longitud de onda de 350nm.
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Figura 11. Cromatograma de un patron de las toxi-
nas de interés. El orden de elucion es aflatoxina G,
G, B, B,, y ocratoxina A deteccion UV a 350nm.

La figura 12, corresponde a los cromatogramas de masas
obtenidos en modo SIR positivo y negativo para un patrén
de concentracién de 0,4mg/L para cada toxina.

Figura 12. Cromatograma en modo SIR positivo y nega-
tivo para un patron de las cinco toxinas de interés.

Los cromatogramas obtenidos para las tres muestras de
compost de las distintas plantas de compostaje son los
que se muestran entre las figuras 13y 15.

Tras analizar 1g de la muestra de compost procedente de
Blanes recogido el afio 2002 se obtienen los cromatogra-
mas de la figura 13.
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Figura 13. Cromatograma en UV a 350nm, cro-
matograma en modo SIR negativo y cromatograma
en modo SIR positivo para 1g de compost.
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En la figura 14, se muestra el cromatograma de UV a
350nm de un patrén de 0,8mg/L de las toxinas compa-
rado con una muestra de compost procedente de Blanes
recogido el afio 2007.

Figura 14. Cromatograma en UV a 350nm para un
patron de las toxinas y una muestra de 1g com-
post procedente de Blanes del 2007.

Finalmente, en la figura 15, se muestra el cromatograma
de UV a 350nm de un patrén de 0,8mg/L de las toxinas
comparado con una muestra de compost procedente de
Manresa recogido el afio 2007.

147, T

Figura 15. Cromatograma en UV a 350nm para un
patron de las toxinas y una muestra de 1g com-
post procedente de Manresa del 2007.

Observando los cromatogramas anteriores se puede afir-
mar que, en las muestras analizadas de compost proce-
dente de Blanes recogido el afio 2002 y 2007 y en el com-
post procedente de Manresa del 2007, no hay presencia
de las toxinas de interés a concentraciones superiores a
0,2 mg/kg.

CONCLUSIONES

El método puesto a punto en este trabajo ha permitido
asegurar que en las muestras de compost de la depura-
dora de Blanes obtenidas el afio 2002 y 2007 y el compost
de Manresa obtenido el afio 2007, no hay presencia de las
aflatoxinas G,, G,, B,, B, ni la ocratoxina A a una concen-
tracion superior de 0,2mg/Kg.

Se seguira investigando en esta linea para determinar si

el compost es un sustrato adecuado para que los mohos
produzcan toxinas.
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