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1. RESUMEN

Las cianobacterias son organismos acudticos capaces de producir metabolitos toxicos
conocidos como cianotoxinas, entre las que se encuentran las microcistinas (MCs) y la
cilindrospermopsina (CYN), conocidas por tener efectos nocivos sobre la salud de
animales y humanos. Ambas pueden acumularse en vegetales si éstos son regados con
agua contaminada, siendo una de las vias por las que se puede entrar en contacto con
ellas, de ahi la importancia de desarrollar y validar un método que permita la
deteccion simultadnea de ambas. El método propuesto se basa en la extraccién y
purificacién de las toxinas (CYN, MC-LR, MC-RR y MC-YR) usando cartuchos de carbono
18 (C18) y carbono grafitizado (PGC) conectados en serie y la posterior cuantificacion
de las mismas mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucién acoplada a un
detector de masas en tandem (UPLC-MS/MS). El método ha sido validado obteniendo
resultados satisfactorios: demostrd ser lineal en todo el rango de concentraciones
ensayadas (0.2-75 pg/L) y presentd valores de LOD entre 0.06-0.42 y de LOC entre
0.16-0.91 ug/L, segun la toxina, correspondiendo los valores mds bajos a la MC-LR. Las
recuperaciones obtenidas se encontraron dentro de los rangos establecidos por la
AOAC, oscilando entre el 45-78%. Ademds, el método diseiado ha resultado ser
sensible, reproducible y preciso, para la extraccion y determinacion conjunta de MCs y
CYN a partir de vegetales tipo lechuga, pudiéndose usar en la monitorizacién de ambos

tipos de toxinas para posibles estudios de salud publica.
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2. INTRODUCCION

2.1. Cianobacterias y cianotoxinas

Las cianobacterias, conocidas coloquialmente como algas verdes-azuladas, son un
grupo diverso de bacterias gram negativas que llevan a cabo la fotosintesis (Miller et
al., 2017). Tienen una distribucion mundial, ocupando diferentes ecosistemas, yendo
desde el frio del Artico hasta el caluroso desierto de Atacama (Buratti et al., 2017; Cirés
et al., 2017; Wierzchos et al., 2006). A estas bacterias se les atribuye la aparicién del
oxigeno en el planeta y se les considera las precursoras de los cloroplastos presentes
en las células eucariotas vegetales (Pang et al.,, 2018). Se encuentran entre los
organismos fotosintéticos mas importantes, diversos y abundantes, teniendo
diferentes estilos de vidas, ya sea en simbiosis con hongos formando liquenes o como

fototrofos marinos.

A pesar de su distribucion mundial, los estudios para la determinacién de
cianobacterias se han centrado mayoritariamente en reservorios de agua dulce, como
son los lagos o los pozos, de las latitudes templadas, ya que es en estas zonas dénde se
produce de forma mas frecuente el desarrollo masivo de estos organismos, conocido
como floracién o “blooms”, que se caracterizan por la aparicién de una capa azul-
verdosa en el agua (Cirés et al., 2017; Muiioz et al., 2017). Las floraciones se deben en
parte a la eutrofizacion del agua (Trifiro et al., 2016), consistente en el aumento de la
concentracion de nitrégeno y fésforo disuelto en el medio, y a la elevada temperatura
de esta, que se ve favorecida cada vez mas por el cambio climatico (Bittencourt-
Oliveira et al., 2016), el cual estad haciendo que la frecuencia, la duracién y la magnitud

de las floraciones sea cada vez mayor (Miller et al., 2017).

Las cianobacterias se caracterizan por tener un metabolismo secundario muy activo,
siendo productores de mdas de 300 compuestos, muchos de ellos sin funcién conocida
por el momento (Singh et al.,, 2005). Entre ellos destacan las cianotoxinas, que
conforman un grupo muy diverso, con estructuras quimicas diferentes, teniendo
efectos nocivos sobre plantas, animales y la salud de las personas (Codd et al., 1999;

Cordeiro-Araujo et al., 2017; Metcalf et al., 2004).



2.2. Clasificacion de las cianotoxinas

Estas toxinas podemos clasificarlas, segun el 6rgano al que afecten, en 5 grupos

(Gutiérrez-Praena et al., 2013):

a. Hepatotoxinas: A este grupo pertenecen las nodularinas y las microcistinas
(MCs) que tienen una alta capacidad para inducir tumores hepaticos debido a
que inhiben las fosfatasas 1 y 2A en el higado (Humpage et al., 2000).

b. Citotoxinas: Entre otras, a este grupo pertenece la cilindrospermopsina (CYN)
gue tiene como dianas principales el higado y el rifidn, aunque puede actuar
sobre diferentes érganos, dando lugar por tanto a diferentes sintomas (Funariy
Testai, 2008).

c. Neurotoxinas: Aqui encontramos la anatoxina-a y la saxitoxina; ambas tienen
una estructura de tipo alcaloide que les permite bloquear la neurotransmision
de diferente forma segln el tipo de toxina que sea, produciendo paralisis
respiratoria.

d. Dermatotoxinas: Cuando se entra en contacto con este tipo de toxinas, aparece

una dermatitis severa, irritacién ocular e inflamaciéon del tracto respiratorio
(Arthur et al., 2006).

e. Toxinas irritantes: En este grupo se encuentran componentes culares externos

de naturaleza lipopolisacarida de las cianobacterias, que causan en el
organismo reacciones alérgicas, irritacion ocular o problemas intestinales

(Funariy Testai, 2008).
2.3. Microcistinas

Las MCs presentan una estructura de heptapéptido ciclico, formado por 3 aminoacidos
de la serie D (alanina, 4cido eritro-B-metilaspartico y acido glutdmico), dos
aminodcidos de la serie L que pueden ser variables y dos aminoacidos inusuales que
son el Mdha (N-metildehidroalanina) y el Adda (acido 3-amino-9-metoxi-10-fenil-2,6,8-
trimetildeca-4,6-dienoico) (Botes et al., 1984; Tifiro et al., 2016). Estos péptidos tienen
una sintesis no ribosdmica a diferencia del resto de péptidos que puede sintetizar

cualquier organismo (Cordeiro-Araujo et al., 2016; Tillett et al., 2000).



Se han identificado mas de 100 variantes de MCs, y esto se debe a que la molécula
base puede sufrir diferentes reacciones quimicas como pueden ser metilaciones o
hidroxilaciones (Milutinovic et al., 2013). De todas las variantes, las mas abundantes
son MC-LR, que contiene leucina y arginina en su estructura, MC-RR, con dos residuos
de arginina y MC-YR, que contiene en su estructura un residuo de tirosina y otro de

arginina (Ballot et al., 2014; Briand et al., 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura general de las microcistinas (tomada de Li et al., 2014)

Entre los productores de este tipo de cianotoxinas, se encuentran especies de los
géneros Anabaena sp., Planktothrix sp., (Ernst et al., 2001; Sivonen et al., 1992)
Dolichospermum sp. o Microcystis sp., considerada la mayor productora (Mufioz et al.,

2017).

Las MCs son hepatotodxicas, ya que es en el higado de los vertebrados dénde llevan a
cabo su mecanismo de accién, consistente en la inhibiciéon, mediante la formacion de
enlaces covalentes, de las fosfatasas 1 y 2A (Dawson, 1998; Hitzfeld et al., 2000;
Machado et al., 2017). Ademas son capaces de modular la expresién de oncogenes,
protooncogenes, citoquinas y del factor de necrosis tumoral (TNF-a), afectando a la
division celular, su supervivencia y apoptosis (Li et al., 2014; Machado et al., 2017). Se

ha demostrado que las MCS producen también estrés oxidativo (Casquilho et al., 2018;



Huang et al., 2015; Zegura et al., 2011). Como consecuencia de una intoxicaciéon por
MCs, puede aparecer hepatomegalia, hemorragias intrahepdticas, insuficiencia
hepatica e incluso la muerte en algunos de los casos (Yoshida et al., 1997; Cordeiro-
Araujo et al., 2016; Mufioz et al., 2017). En ciertas zonas del planeta, se relaciona la
ingesta de estas toxinas con el aumento en la incidencia del carcinoma hepatocelular y
de cancer colorrectal (Machado et al., 2017; Yu, 1995; Zhou et al., 2002). En este
sentido, la MC-LR esta clasificada por la IARC en el grupo 2B, lo que significa que es un
compuesto posiblemente carcinégeno para humanos, y los extractos de Microcystis sp.

en el grupo 3, no clasificable como carcinégeno en humanos (IARC, 2010).

En vegetales, estas toxinas pueden producir apoptosis, pérdida de la membrana
mitocondrial, alteracién de la permeabilidad de dicha membrana y activacién de las
caspasas (Peuthert et al., 2008; Romero-Oliva et al., 2014). Ademds, inhiben la
germinacién de las semillas, disminuyen el proceso fotosintético y el crecimiento de las

plantas (Levizou et al., 2017).
2.4. Cilindrospermopsina

La cilindrospermopsina (CYN) es un alcaloide formado por una guanidina triciclica y un
hidroximetiluracilo (Figura 2), que necesita de una aminotransferasa para su sintesis,
asi como de enzimas que participan en la sintesis proteica y no proteica (Mihali et al.,

2008; Prieto el al., 2011).

Figura 2. Estructura de la cilindrospermopsina (tomada de Nyoni et al., 2017)

Es producida por numerosas especies, entre las que se encuentran Aphanizomenon
ovalisporum (Banker et al., 1997) y Cylindrospermopsis raciborskii, principalmente

(Ohtani et al., 1992; Prieto et al., 2011).



Se le considera de tipo citotéxica para los mamiferos, y aunque su mecanismo de
accion aun no esta totalmente dilucidado (Buratti et al., 2017), hay evidencias de que
produce una inhibicién de la sintesis proteica y de la sintesis del glutatién, ademas de
presentar genotoxicidad al fragmentar el ADN (Runnegar et al., 1995; Bazin at al.,
2010; Zegura et al., 2011). También se cree que en el organismo se potencia su
toxicidad debido a su activacion por el citocromo P450 (Humpage et al., 2005), lo que
nos podria hacer pensar que la CYN y sus metabolitos pueden actuar por diferentes
mecanismos (Buratti et al., 2017). Su participacion en el estrés oxidativo también se ha
demostrado tanto en ensayos in vitro (Gutiérrez-Praena et al.,, 2012) como in vivo

(Guzman-Guillén et al., 2013; Puerto et al., 2011).

Los efectos de CYN en vegetales son alteraciones en el crecimiento (Vasas et al., 2002;
Guzman-Guillén et al., 2017; Prieto et al., 2018), germinacioén y desarrollo (Metcalf et
al., 2004; Silva y Vasconcelos, 2010), descenso de la clorofila (Kinnear et al., 2008) y

cambios en el contenido mineral (Freitas et al., 2015).

2.5. Vias de exposicidn a cianotoxinas

Estas cianotoxinas pueden permanecer en el agua durante meses, ya que presentan
una gran estabilidad (Bourne et al., 2006; Zong-Yao et al., 2017) y pueden entrar en
contacto con el hombre a través de su acumulacidon en las aguas de bebida no tratadas
o en los alimentos que han estado en contacto con las toxinas, como pueden ser los
vegetales regados con dichas aguas o los animales acudticos como los peces (Nyoni et
al., 2017; Yang et al., 2008; Yunlu et al.,, 2018) o al realizar actividades en aguas

contaminadas, tales como la natacién o el esqui acuatico (Kittler et al., 2012).

2.6. Acumulacion y determinacidn analitica de cianotoxinas en vegetales

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, las cianotoxinas pueden
permanecer durante mucho tiempo en el agua, y esto favorece su acumulacién en
plantas crecidas en los bordes de los reservorios de agua. Asi, se ha demostrado la
acumulacién de MCs (Machado et al., 2017) y CYN (Kittler et al., 2012) en los vegetales
cultivados por el hombre, cuando el agua de riego de los lagos o pantanos cercanos a

las zonas de cultivo puede estar contaminada.



Debido a esto, es facil que estas toxinas lleguen al hombre a través de la ingesta de
dichos vegetales, por lo que constituyen un problema de salud publica que debe ser

estudiado.

Se han desarrollado métodos para la deteccién y cuantificacion de estas toxinas de
forma independiente, como pueden ser la de MCs en zanahorias (Machado et al.,
2017) o lechuga (Cao et al.,, 2018) o de CYN en lechuga (Prieto et al., 2018). Estos
métodos estdn desarrollados para un Unico tipo de toxina, ya sean MCs o CYN, y la
gran mayoria no suelen estar validados. Sin embargo, las cianotoxinas no se
encuentran de forma aislada en la naturaleza, por lo que resultan poco efectivos a la
hora de analizar vegetales contaminados con floraciones productoras de varias toxinas,
que llegan finalmente al consumidor, pudiendo asi no preverse de forma completa los
posibles efectos que puede sufrir la poblacidn si ingiere esos productos. Debido a esto,
se hace necesario contar con un método validado que permita analizar de forma
simultanea MCs y CYN presentes en los vegetales, para asi poder evitar posibles

problemas de salud en la poblacién.

Algunos de los métodos que determinan MCs y CYN de forma individual se basan en el
uso de ELISA, electroforesis capilar, cromatografia liquida con detector de diodo-array
(LC-DAD), con detector de masas (LC/MS) o de masas en tandem (LC-MS/MS)
(Guzman-Guillén et al.,, 2015). La cromatografia liquida de ultra-alta resolucién
acoplada a espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS) estd siendo
ultimamente aplicada para la deteccion de dichas toxinas (Greer et al., 2016;

Manubolu et al., 2018; Prieto et al., 2018).

Sin embargo, pocos son los métodos disefiados para determinar de forma simultanea
ambos tipos de toxinas, siendo algunos ejemplos el de Oehrle et al. (2010), Rodriguez
et al. (2017) o Zervou et al. (2017). Estos métodos mutitoxina se han llevado a cabo en
agua, nunca en matrices mas complejas como los vegetales, y ademas, de ellos, solo el
ultimo esta validado, de ahi que sea necesario un método como el propuesto en el

presente trabajo para este tipo de matrices vegetales.
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3. OBIETIVO

El objetivo del presente Trabajo Fin de Grado es el desarrollo y validacién de un
método analitico basado en una extraccién en fase sdlida (EFS) seguido de una
cuantificacion por UPLC-MS/MS para la determinacion simultanea de MCs y CYN en
lechuga (Lactuca sativa). El método optimizado podria ser usado para estudios de
monitorizacién con el fin de poder evaluar el riesgo que puede representar el consumo

de estos alimentos contaminados con cianotoxinas.
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4, MATERIALES Y METODOS
4.1. Reactivos

El patron de CYN de pureza superior al 95%, fue suministrado por Alexis Corporation
(Lausen, Switzerland) y los patrones de los tres congéneres de MCs (MC-LR, MC-RR y
MC-YR) con un 99% de pureza, fueron suministrados por Enzo Life Sciences (Lausen,

Switzerland).

Todos los reactivos y productos quimicos usados durante el transcurso del trabajo
fueron de grado analitico. Se utilizé diclorometano (DCM), MeOH, acido férmico (AF) y
agua Milli-Q_ (sistema de purificacién Millipore, Bedford, USA). Para ajustar el pH se usé

una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) 2M.

Los cartuchos de carbon grafitizado (PGC) BOND ELUT ® (500 mg, 6 mL) fueron
suministrados por Agilent Technologies (Paises Bajos, Europa) y los de carbono 18

(C18) Bakerbond ® (500 mg, 6 mL) por Dicsa (Andalucia, Espafia).

Se prepard una solucién estandar de 100 pg/L con la mezcla de toxinas en metanol
(MeOH) al 20% y esta se diluyd a tres concentraciones diferentes (5, 20 y 50 pg/L) para

usarlas como soluciones de trabajo.
4.2. Extraccion de las toxinas

Se partié de 9 muestras de lechuga con un peso medio de 1,06+0,05 g de peso fresco
(P.F.). A cada una de las muestras se le adiciond, por triplicado, 1 mL de la solucién
multitoxina, y para cada una de las concentraciones (5, 20 y 50 pg/L). A continuacion,

se congelaron a -802C para su posterior liofilizacién.
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Figura 3. Muestras de lechuga liofilizada

Una vez liofilizadas las muestras, obteniendo un peso medio de 0,05+0,002 g de peso
seco (P.S.) (pérdida de 95% de humedad), se procedidé a la extraccién de las toxinas,
siguiendo el método de Greer et al. (2016) con modificaciones. Para esta primera
etapa, se usé como disolvente 6 mL de MeOH, el cual fue probado anteriormente a
dos concentraciones (70 y 80%), obteniéndose mejores resultados con el porcentaje
mayor (datos no mostrados). Para homogenizar, se pasaron las muestras por
ultraturrax (1 min) y a continuacion, se sonicaron (15 min) para favorecer la salida de
las toxinas que aun pudieran seguir retenidas en las células. A continuacion, se

agitaron (15 min), se centrifugaron (3700 rpm, 15 min) y se recogio el sobrenadante.

Figura 4. Tubos de ensayo con muestras tras centrifugar
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Por ultimo, se ajustd el pH de las muestras a pH 11, tras probar previamente tres pH
diferentes (7, 9 y 11) y realizar pruebas de extraccién, obteniendo mejores resultados
cuando las muestras se ajustaban a pH 11 (datos no mostrados).

Liofilizacion
=1gPF, — % =005gP53 +MeOHB0% —> Ulraturrax

|

Centrifugar ®€—— Agitar <€—— Sonicar

Recoger sobrenadante

LlevarapH 11

Figura 5. Esquema del proceso de extraccion
4.3. Purificacion de las toxinas

Una vez se tuvieron todas las muestras con el pH seleccionado, se paso al proceso de
purificacion o “clean up”, siguiendo el método de Zervou et al. (2017) con
modificaciones. En esta etapa, se usé un sistema de doble cartucho, poniendo abajo el
cartucho de carbdn grafitizado (PGC), que retiene la CYN, y encima de este el de C18,

que retiene las MCs. La velocidad de flujo seleccionada fue de 5 mL/min (Figura 6).

Los cartuchos se acondicionaron con 6 mL de DCM, 6 mL MeOH 100%, y 6 mL de agua
Milli-Q al mismo pH que tienen las muestras (pH 11). A continuacién, se pasé la
totalidad de las muestras por los cartuchos, con el fin de que las toxinas quedasen

retenidas en ellos y se dejaron secar durante 5 minutos.

15



Figura 6. Proceso de limpieza de las muestras y purificacion de las toxinas mediante

extraccion en fase sdlida con un sistema dual de cartuchos

Para la elucidon de las toxinas, se invirtid el orden de los cartuchos con el fin de evitar
que las MCs que estaban retenidas en el cartucho de arriba (C18) pudiesen quedar
retenidas el en cartucho de PGC, y se eluyeron con 10 mL de una mezcla DCM/MeOH
(40:60) acidificado con un 0,5% de AF. Seguidamente, se evaporaron a sequedad y se
resuspendieron en 1 mL de MeOH 20% (tras probar MeOH 20, 50 y 80% y obtener
mejores resultados con el primero) (Figura 7). Por ultimo, los extractos se pasaron por
filtros de 0,45 um (Ultrafree®) y filtros de jeringa de 0,2 um, guarddndose a -802C
hasta su posterior andlisis por UPLC-MS/MS.

Figura 7. Matraces con los extractos tras resuspender en MeOH 20%
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Figura 8. Esquema del proceso de purificacion
4.4, Analisis por UPLC-MS/MS

La separacion cromatografica se realizd utilizando un sistema UPLC Acquity (Waters)
acoplado a un espectrometro de masas Xevo TQ-S micro (Waters) que consistia en un
triple cuadrupolo equipado con una fuente de iones electrospray, operando en modo
positivo. Los analisis LC se realizaron en una columna XSelect HSS T3 de 2,1 x 100 mmy

2,5 um. La velocidad de flujo fue de 0,45 mL/min.

Se usd un gradiente binario que consistia en (A) agua, y (B) acetonitrilo, ambos con
acido férmico al 0,1% (v/v). El volumen de inyecciéon fue de 5 plL. El perfil de elucién
fue: 2% B (0.8 min), gradiente lineal hasta 70% B (6,2 min), 100% B (1 min) y
finalmente 2% B (2 min). Un experimento de Monitoreo de Reaccién Multiple (MRM)
se aplicé donde los iones padres y los fragmentos fueron monitoreados en Q1 y Q3,
respectivamente. Las transiciones para la deteccion de CYN fueron 416,2/194,0 y
416,2/176,0; para la MC-LR fueron 996,5/135,0, 996,5/213,1 y 996,5/996,5; para la
MC-RR fueron 520,2/135,0, 520,2/620,3 y 1039,5/135,0; finalmente, para la MC-YR
fueron 1046,5/135,0, 1046,5/213,0 y 1046,5/1046,5, seleccionando la primera
transicion MRM de cada analito para su cuantificacion y las demdas para su
confirmacién. Para los analisis LC/ESI-MS/MS, se optimizaron los siguientes
parametros: voltaje del capilar a 1,0 kV, temperatura de desolvatacién 500 °C, flujo de

gas de desolvatacion a 1000 L/h y flujo de gas de cono a 50 L/h.
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4.5, Criterios estadisticos para la validacion del método

Una vez desarrollado el método, debe ser validado para verificar que satisface los
requisitos de aplicacién. Para ello, el método propuesto se validé teniendo en cuenta
las directrices de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) para la linealidad,
sensibilidad, precisidn y recuperacién. Se usaron 3 estandares de validacién para cubrir
el rango 6ptimo de trabajo; se hicieron por triplicado y en 3 dias diferentes. Se anadié
1 mL de tres concentraciones diferentes (5, 20 y 50 pg/L) a las diferentes muestras,

para obtener 5, 20 y 50 ng/g P.F., de cada toxina.

Tras la aplicacién de un analisis de varianza (ANOVA), como se explica en Resultados y
Discusion, se obtuvieron tanto la precision como las recuperaciones, comparandose

posteriormente con valores de referencia.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Validacion del método

Se realizé una curva de calibracién en la matriz vegetal (lechuga), a partir de diferentes
concentraciones (0.2, 0.4, 0.6, 1, 2.5, 5, 10, 15, 25, 35, 50 y 75 ug/L) de una mezcla de
toxinas (CYN, MC-LR, MC-RR y MC-YR) afiadidos por triplicado a extractos blancos de
lechuga liofilizada obtenidos por el método de extraccion propuesto. El intervalo lineal
abarcé todo el rango de 0.2-75 pg/L, equivalente a 0,2-75 ng/g P.F. Las ecuaciones de

las rectas de calibracién obtenidas para cada toxina se presentan en la Figura 9.

y =86,079x + 0,7383 y=127,47x + 11,0247
R2=0,999 19000 R?=0,9996
oo 10000 {
g 4000 o 2828
& 3000 3
1000 2000
0 ‘ ‘ ‘ 0 \ ‘ ‘
0 20 40 60 0 20 40 60
Concentracién de CYN (pg/L) Concentracion de MC-LR (pg/L)
y=157,73x + 1,4145 y =103,83x + 0,1822
R2=0,9991 R2=0,9988
12000 12000
10000 10000
o 8000 o 8000 p
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Concentracion de MC-RR (ug/L) Concentracion de MC-YR (ug/L)
Figura 9. Ecuaciones de las rectas obtenidas para CYN, MC-LR, MC-RR, MC-YR.
5.2. Linealidad

La linealidad es una caracteristica analitica del método que indica el rango de
concentraciones de un analito en el que el método da resultados proporcionales a la

concentracion del mismo.
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Con los resultados de la calibracion descrita en el apartado anterior, se construyé el

o, .n

grafico de calibracién de Huber (sefal/concentracién en “y” frente a sus

concentraciones en “x”) para cada toxina (Figura 10).

ol Ll R Linga dé accda 105% = = =Linea d¢ accada 45% —linea objefiin e Linea de accién 105% = = = Linea de accidn 55%
4 135
92 £
e -t 1
s
8 } ] gy v v v .
a5 L 2 L L 2 . 5
8 3 125
7§ I ———— o
80 120
0 10 0 30 40 50 60 70 b) 8 10 30 50 @ 50 &0 50
a " i
) Concentracion CYN (pgiL) Concentracion MC-LR [ug/L)
=—Lineaobelis oo nea de accon 1055 = = —Linea de scen 555 s (183 OBRG  eeeeees Lined g d0cin 105% = = =Linea de accén 8%
g J————————
e
H 108
4
160 ‘ £ .
A v v v » i B * + * ‘
8 103
155 S
2
&
150 === ————— A PO e lededtedekedcbetesteekedledebeletedbedebeletebeelebede
0 10 0 30 40 50 60 70
t) d) 0 10 L] £l 40 50 &0 70

Concentracion MC-RR (pg/L) Concentracion MCYR fug/l)

Figura 10. Graficos de calibracién de Huber para evaluar el rango lineal de a) CYN,

b) MC-LR, ¢) MC-RR y d) MC-YR en lechuga

La linea intermedia, con pendiente cero, representa la mediana de los factores de
respuesta obtenidos. Las dos lineas discontinuas horizontales representan +/- 5% del
valor de la mediana. Y cada uno de los puntos representa el cociente
sefial/concentracion para cada punto de la recta. Como puede observarse, no se
encontraron intersecciones con las lineas, por lo que el rango lineal del método se

aplica a todo el rango estudiado (0.2-75 pg/L).

5.3. Sensibilidad

La sensibilidad de un método consiste en determinar a partir de qué concentraciones

el método disefiado es capaz de detectar el analito (limite de deteccion, LOD) y a partir
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de qué concentraciones es capaz de cuantificarlo (limite de cuantificacion, LOC). El
calculo de estos dos parametros se realizé en funcién de la desviacidén estandar del
blanco, midiendo 10 muestras independientes y de acuerdo a la ecuacion Y op o Loq =
Ypiancot MSbianco, doNde Ypianco Y Sbianco SON la media de los valores obtenidos en las
medidas de los blancos y su correspondiente desviacién estandar. Por su parte, n, es
una constante, con un valor de 3 para el calculo del LOD y un valor de 10 si se calcula el
LOC. Estos valores son posteriormente convertidos a concentraciones usando las
funciones de calibracién obtenidas anteriormente. Los valores de LOD y LOC obtenidos

para cada toxina pueden observarse en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de LOD y LOC obtenidos para cada una de las toxinas

CYN MC-LR MC-RR MC-YR
LOD (pg/L) 0.07 0.06 0.23 0.42
LOC (pg/L) 0.19 0.16 0.50 0.91

5.4. Precision

La precision de un método se obtiene aplicandolo de forma continuada sobre una
misma muestra, debiéndose obtener una concordancia entre todos los valores
tomados, es decir, que sean proximos unos de otros. La precisidn se suele expresar
mediante 3 conceptos, que son la repetitividad, la reproducibilidad y la precision
intermedia. La repetitividad consiste en calcular la variabilidad de los resultados
obtenidos tras la realizacion de mediciones llevadas a cabo por un solo analista,
utilizando el mismo equipo, en las mismas condiciones y en un corto periodo de
tiempo. La reproducibilidad por su parte, mide las variaciones de los resultados
obtenidos entre diferentes laboratorios, es decir, realizado por distintos analistas, con
distintos equipos, en diferentes condiciones y en un tiempo diferente. Entre estas dos
medidas de precisién, se encuentra también la precisidn intermedia, que consiste en
realizar medidas en el mismo laboratorio pero no con condiciones constantes como se
mantienen en la repetitividad. En este trabajo no se han tenido en cuenta resultados
de distintos laboratorios, asi que se hablara de repetitividad intra- e inter- grupos y de

precision intermedia, siempre referido al mismo laboratorio.
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Para este estudio, se aplicé el método durante 3 dias consecutivos a 3 muestras por
dia (triplicado) de lechuga liofilizada fortificadas con 3 concentraciones diferentes de
solucién multitoxina (5, 20 y 50 pg/L), dando lugar a 27 muestras totales. Después, se
sometieron al método de extraccidén y cuantificacion propuesto y se obtuvieron los
resultados por UPLC-MS/MS. Una vez obtenidos los resultados, considerandose como
principal fuente de variacion 3 dias diferentes, se llevd a cabo un analisis de varianza
(ANOVA), tratandose los resultados segin Gonzalez y Herrador (2007) y Gonzalez et al.
(2010), obteniéndose asi las estimaciones de la repetitividad dentro del mismo dia
(Sw), la repetitividad entre distintos dias (Sp) y la precisidon intermedia (Sip). A partir de
este Ultimo parametro y de las concentraciones calculadas para cada toxina, se calcula
la correspondiente desviacion estandar relativa (RSDj;) y se compara con valores
porcentuales tabulados como aceptables por la Asociaciéon Oficial de Quimicos
Analiticos (AOAC) en 2016, que deben ser inferiores o del mismo orden al 16-22 % para
5 ug/Ly al 8-16 % para 20 y 50 ug/L. En nuestro caso, los tres niveles de concentracion
ensayados presentan valores adecuados para cada toxina (Tabla 2), por lo que el
método propuesto puede considerarse como preciso. Para mayor claridad, solo se

presentan en la tabla los valores de RSDj, y de recuperaciones para cada toxina.

Tabla 2. Valores de desviacidon estandar de la precision intermedia (RSDjp) y de

recuperaciones (%) para CYN, MC-LR, MC-RR y MC-YR.

Concentracién de toxina (estandares de validacion) (pg/L)
CYN MC-LR MC-RR MC-YR
5 20 50 5 20 50 5 20 50 5 20 50
RSD;; (%) 19.30 | 15.29 | 10.42 | 21.68 | 5.14 | 7.96 | 8.31 | 3.15 | 8.55 | 21.22 | 9.38 | 2.42
Recuperaciones
45,2 62,6 62,3 | 72,3 78,4 |41,3|62,1|63,2| 45,5 | 64,3 |614
(%) 62,7
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5.5. Veracidad y recuperaciones

La veracidad de un método analitico expresa la proximidad y la concordancia de la
media obtenida tras la realizaciéon de una seria de medidas y el valor aceptado como
referencia. Este se puede obtener del test ANOVA realizado anteriormente, vy
normalmente se expresa como vias de recuperacidon por cada estandar considerado.
Estas recuperaciones se definen como la razén entre la concentracion de analito
medido y la concentracion de analito afiadido a la muestra realmente; se muestra en
forma de porcentaje. Las recuperaciones obtenidas se presentan en la Tabla 2. Segun
la AOAC, para las concentraciones de toxinas ensayadas en este estudio, los rangos de
recuperacion aceptables (%) podrian oscilar entre 40 y 115% para 5 pg/L y entre 60 y
110% para 20 y 50 pg/L, por lo que los resultados obtenidos indican que el método

puede considerarse libre de sesgos y fiable en términos de recuperaciones.
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6. CONCLUSION

En el presente Trabajo Fin de Grado se ha desarrollado y validado por vez primera un
método para extraer y cuantificar simultdneamente la presencia de tres variantes de
MCs (MC-LR, MC-RR y MC-YR) y CYN en matrices vegetales, concretamente en lechuga.
El método ha resultado ser lineal, sensible, reproducible y preciso, con un rango lineal
de 0.2-75 pg/L y valores de recuperaciones de 45-78%, dentro de los valores
establecidos por la AOAC, lo que ha permitido su validacién. El presente método puede
ser util en la monitorizacidon de ambos tipos de toxinas para posibles estudios de salud

publica.
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