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RESUMEN

En los alimentos se pueden encontrar un gran nimero de
sustancias toxicas, tales como plaguicidas, antibiéticos y toxi-
nas, presentando distintos origenes (naturales o sintéticos) y
niveles de toxicidad para la salud humana. Este tipo de com-
puestos se encuentran generalmente a muy bajas concentracio-
nes en matrices muy complejas, por lo que es necesario la uti-
lizacién de metodologias lo mds fiables posibles. En este
sentido, el empleo de las técnicas cromatograficas (de gases y
de liquidos) acopladas a detectores de espectrometria de masas
ha permitido la deteccion adecuada de este tipo de sustancias
en los alimentos a concentraciones extremadamente bajas. Por
ello, y en funcién de las caracteristicas del contaminante, se
debe elegir la técnica cromatografica que posibilite una mejor
separacién del contaminante de los interferentes presentes en
la matriz, asi como de los contaminantes entre si. Esta meto-
dologia proporciona datos de gran valor que mejoran nuestro
conocimiento de la Salud Publica a través de la Seguridad Ali-
mentaria.
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ABSTRACT

Using Mass Spectrometry as a Tool
for Testing for Toxic Substances
in Foods: toward Food Safety

A large number of toxic substances, such as pesticides,
antibiotics and toxins from different sources (natural or man-
made) and different degrees of toxicity for human health can
be found in foods. This type of compounds are generally found
at very low concentrations in highly complex matrices, it
therefore being necessary for the most highly reliable
methodologies possible to be sued. In this regard, the use of
gas and liquid chromatography techniques coupled to mass
spectrometry detectors has made it possible to properly detect
this type of substances in foods at extremely low
concentrations. Therefore, depending upon the characteristics
of the contaminant, one must select the chromatography
technique which affords the possibility of best separating the
contaminant from the interfering substances present in the
matrix, as well as from the contaminants amongst one another.
This methodology provides highly valuable data enhancing
our knowledge of Public Health through Food Safety.

Key words: Food safety. Toxics and contaminants.
Chromatography. Mass spectrometry.
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INTRODUCCION

Actualmente, la seguridad alimentaria
es una de las grandes preocupaciones de la
sociedad, como se ha podido percibir ante
los fendmenos relacionados con “el mal de
las vacas locas”, la contaminacion de
pollos con dioxinas, o el mds reciente pro-
blema en el que se han encontrado plagui-
cidas ilegales, como el isofenfos metil en
vegetales. Por ello, la sociedad manifiesta
constantemente una inquietud creciente
hacia la toxicologia alimentaria y demanda
una informacién cada vez mds completa
sobre la presencia de téxicos en alimentos.
Una prueba de este interés es la preocupa-
cién por parte tanto de los organismos ofi-
ciales como de la industria alimentaria en
controlar la presencia de estas sustancias
en productos alimentarios. A nivel nacio-
nal se puede destacar la Agencia Espaiiola
de Seguridad Alimentaria y Nutricioén
(AESAN), entre cuyos objetivos estd el
reducir los riesgos de enfermedades trans-
mitidas por alimentos asi como garantizar
la eficacia de los sistemas de control de los
mismos, coordinando a las distintas admi-
nistraciones publicas competentes en
materia de seguridad alimentaria. De igual
forma, a nivel europeo destaca la Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA), siendo una de sus funciones la
evaluacién de riesgos y la comunicacién
de los mismos. El lema “de la granja a la
mesa’” resume el espiritu de la EFSA, inci-
diendo en el control de cada punto de la
cadena alimentaria para velar eficazmente
por la salud de los consumidores. Asi, la
Unién Europea, mediante la elaboracién
del “Libro Blanco sobre Seguridad Ali-
mentaria”! establecié las bases del cambio
al que se estd viendo sometida la industria
alimentaria desde hace algunos afios,
reforzando el control y la detecciéon de
contaminantes en alimentos y establecien-
do limites para varios contaminantes. De
igual forma, se han publicado diversos
documentos, entre los que destaca el
Reglamento (CE) N° 178/20022, por el que
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se sefialan los principios y requisitos gene-
rales de la legislacion alimentaria, fijando
los procedimientos relativos a la seguridad
alimentaria.

Para conseguir el nivel de proteccion
deseado, se debe disponer de datos fiables,
que permitan una adecuada evaluacién de
riesgos con la consiguiente toma de deci-
siones. En este sentido, el control toxicolé-
gico de los alimentos es un punto crucial y
de gran importancia para la salud publica.
Asi, es imprescindible certificar que los
alimentos disponibles en el mercado a dis-
posicién de los consumidores estin libres
de productos téxicos o de residuos de éstos
y si se encuentran presentes que €stos no
superan los valores maximos fijados por la
legislacién®#. Esto implica que los alimen-
tos estén sometidos a controles privados y
publicos relativos a la inocuidad de los
mismos, es decir, si hay presencia o ausen-
cia de contaminantes y que estos superen o
no las concentraciones miximas permiti-
das. Para ello es necesario recurrir a labo-
ratorios de control y andlisis que determi-
nen las concentraciones de los residuos en
el alimento y verifiquen el cumplimiento
de la legislacién. Es entonces cuando el
productor, el intermediario, el vendedor,
las autoridades y, en definitiva, toda la
cadena de elementos implicados en el con-
sumo de un alimento, estdn seguros de la
inocuidad del mismo. Ademads, es necesa-
rio que los resultados ofrecidos por el
laboratorio vengan acompafiados de una
garantia de calidad, es decir, que los resul-
tados analiticos se apoyen sobre un siste-
ma de calidad que asegura la fiabilidad de
los andlisis.

Con objeto de poder cumplir con todos
estos requerimientos es necesario el
empleo de metodologias analiticas apropia-
das que permitan la correcta identificacién
y cuantificacién de estos compuestos. En
general, dichas metodologias deben ser
capaces de proporcionar una alta sensibili-
dad, debido a las bajas concentraciones a
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las que pueden encontrarse. Deben ser
selectivos, puesto que es necesario distin-
guir los analitos entre si, y de los interfe-
rentes, asi como ofrecer una fiabilidad ele-
vada en la cuantificacion, incluso a niveles
traza. Dentro de las técnicas existentes hoy
en dia destacan el empleo de biosensores,
Enzima Linked Inmunoabsorvent Assay
(ELISA) o cromatogrificas®”’; estas dlti-
mas suelen cumplir con estos requisitos, ya
que por un lado permiten el andlisis multi-
rresiduo, siendo ideales para la determina-
cién de varios compuestos en un solo ana-
lisis, y a continuacion, en funcién del tipo
de detector empleado, ofrecer una elevada
sensibilidad. En este sentido, pueden
emplearse numerosos detectores como los
espectrofotométricos hasta los basados en
resonancia magnética nuclear, pasando por
detectores de captura electrénica o de
espectrometria de masas®°. Sin embargo, la
Decisién de la Comisién, 2002/657/CE!0,
relativa al funcionamiento de los métodos
analiticos para la determinacién de conta-
minantes en alimentos y la interpretacion
de los resultados, indica que los métodos
basados s6lo en andlisis cromatograficos
sin el empleo de la espectrometria de masas
para la deteccién no son apropiados para la
confirmacién de los mismos. En este con-
texto, los laboratorios de analisis alimenta-
rio se ven obligados al empleo de la espec-
trometria de masas para la determinacién
de contaminantes en alimentos, con objeto
de asegurar la fiabilidad de los resultados
obtenidos, siendo por tanto una herramien-
ta de obligado uso en los mismos. De
hecho, la UE sefiala este tipo de deteccidn
como el idéneo para la correcta identifica-
cién de compuestos, empleando para ello
un sistema de identificacién por puntos,
indicando que para compuestos legislados
se necesitan al menos 3 puntos de identifi-
cacion, mientras que para los no autoriza-
dos o sustancias anabolizantes se necesita-
rfan al menos 4 puntos!?.

El presente trabajo intenta describir bre-
vemente los principios bésicos sobre los
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que se basa la espectrometria de masas
cuando se acopla a técnicas cromatografi-
cas y ofrecer una vision de las principales
aplicaciones de la técnica en laboratorios
agroalimentarios, destacando las ventajas
de su empleo asi como su potencialidad
para la determinacién de contaminantes en
alimentos y su consiguiente repercusion en
las politicas de Salud Publica de los orga-
nismos oficiales.

FUNDAMENTO DE LOS DETECTORES
DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

El empleo de técnicas cromatograficas
permite la determinacién simultdnea de
varios contaminantes presentes en una
muestra. Sin embargo, el empleo de detec-
tores tradicionales como UV-visible, de
fluorescencia o de captura electrénica,
proporcionan una gran incertidumbre en
los resultados ofrecidos por los laborato-
rios, aumentando el riesgo de falsos positi-
vos y negativos'!. En este sentido, el aco-
plamiento de un espectrémetro de masas a
un sistema de separacién cromatografica
ha permitido que se puedan identificar y
cuantificar con una gran fiabilidad sustan-
cias presentes en alimentos, puesto que un
falso positivo puede desembocar en la
paralizacién errénea de un determinado
cargamento de alimentos, asi como un
falso negativo puede permitir que lleguen
al mercado alimentos que no cumplen con
la legislacién. Este acoplamiento, que se
realiza a través de una interfase que
“conecta” el sistema cromatografico con el
detector, presenta ciertos problemas que
en el caso de la cromatografia de gases
(GC) se resolvieron hace tiempo, posibili-
tando que dicha técnica sea considerada de
rutina en los laboratorios agroalimentarios
para la determinacién de contaminantes
volatiles y apolares, mientras que el aco-
plamiento cromatdgrafo de liquidos (LC)-
espectrometro de masas es mucho mds
complejo, encontrdndose numerosos avan-
ces en los dltimos afios'? que han permiti-
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do un espectacular desarrollo de dicha téc-
nica. Esto ha posibilitado la rdpida deter-
minacién de sustancias mds polares o ter-
molabiles en los alimentos con un alto
grado de fiabilidad.

El proceso de andlisis por espectrome-
tria de masas es sumamente complejo por
lo que a continuacidn se explica solamen-
te de forma muy resumida un fundamento
del mismo. La espectrometria de masas
estd basada en el diferente comportamien-
to que presentan los iones que se forman
por las diferentes técnicas de ionizacion,
al atravesar campos eléctricos y magnéti-
cos. Asi dichos iones son separados en
funcién de su relacién masa/carga (m/z) y
detectados posteriormente. Un espectrd-
metro de masas consta de varios compo-
nentes bésicos:

— Dispositivo de introduccién de la
muestra

— Camara de ionizacién o fuente,
donde se generan los iones a partir de las
sustancias quimicas a analizar

— Analizador, que diferencia los iones
generados en funcién de su relacién m/z

— Detector que produce una sefial eléc-
trica amplificada para cada uno de los iones
generados

Asi, una vez separadas las sustancias
en el cromatdgrafo, es necesario ionizar
las moléculas y obtener iones en fase
gaseosa. Este proceso tiene lugar en la
fuente de ionizacién y actualmente existen
diferentes técnicas que permiten llevar a
cabo dicha ionizacién!3. Entre las m4s
importantes destacan la ionizacién elec-
trénica, que se basa en el bombardeo de
electrones o la ionizacién quimica, donde
la ionizacion se realiza a través de cho-
ques con moléculas previamente ioniza-
das como metanol. Para el acoplamiento
con los cromatégrafos de liquidos, la ioni-
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zacién a presion atmosférica (API) ha
tenido un gran éxito ya sea mediante la
modalidad de electrospray o la denomina-
da ionizacién quimica a presién atmosfé-
rica'®, siendo la mds empleada en la
mayoria de los equipos.

Una vez generados los iones son intro-
ducidos en el analizador, existiendo dis-
tintas modalidades, siendo el mas usado el
denominado cuadrupolo debido a su gran
robustez para andlisis de rutina y su relati-
vo bajo costo comparado con otros como
la trampa de iones o los analizadores de
tiempo de vuelo'*. Este analizador (figura
1) se compone de 4 barras alargadas
conectadas eléctricamente entre si en
pares opuestos a los que se le aplica un
voltaje variable y, para un voltaje dado,
s6lo los iones con una m/z determinada
presentardn una trayectoria estable y
podrin ser detectados (iones resonantes)
mientras que el resto son expulsados del
cuadrupolo y no llegan al detector (iones
no resonantes).

Estos analizadores pueden trabajar en
dos modos bdsicos. Si operan en modo
“barrido completo” o “full scan”, los volta-
jes aplicados varian en funcién del tiempo
para obtener un espectro de masas del com-
puesto, proporcionando informacién muy
precisa relacionada con la identidad del
producto. Sin embargo, también se puede
fijar un voltaje determinado seleccionando
asi un solo i6n, originando una excelente
sensibilidad con una alta especificidad,
siendo ideal con fines cuantitativos de tra-
zas y ultratrazas'>.

En funcién del tipo de analizador es
posible repetir el ciclo ruptura-deteccion de
fragmentos generados, apareciendo lo que
se denomina espectrometria de masas en
tdndem (MS) ". El objetivo es obtener mds
informacién estructural mediante la frag-
mentacion de iones aislados, asi como
mejorar la selectividad y sensibilidad para
el analisis cuantitativo.
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En este sentido, los analizadores mas
habituales son la trampa de iones y el triple
cuadrupolo. En el primero la ruptura y ais-
lamiento se produce en el tiempo, mientras
que para el segundo dicho proceso se reali-
za en el espacio, presentando ambos anali-
zadores ventajas y desventajas'®, empledn-
dose ambos en andlisis de rutina. En
concreto, el triple cuadrupolo estd com-
puesto de tres cuadrupolos colocados con-
secutivamente, de los cuales el primero y el
tercero seleccionan los iones producto de
interés, y el segundo actiia como celda de
colisién. Este segundo cuadrupolo es el que
permite la realizacién de espectrometria de
masas en tandem, en este caso MS-MS,
puesto que el ciclo ruptura-deteccion se rea-
liza dos veces. Fisicamente se aceleran los
iones (denominados precursores) desde el
primer cuadrupolo hacia el segundo en pre-
sencia de un gas de colisién (generalmente
argén o helio), pudiendo obtenerse distintas
fragmentaciones.

El triple cuadrupolo se puede emplear de
diversas maneras como barrido de iones
productos, barrido de iones precursores o
pérdida neutra, siendo lo mas habitual
monitorizar una reaccion (selection reac-
tion monitoring) que consiste en que ambos
analizadores (primer y tercer cuadrupolo)
registran solo unas masas seleccionadas. En
esta modalidad los iones seleccionados por
el primer analizador s6lo son detectados si
producen una fragmentacién especifica. Al
no hacer un barrido de masas y al medir
s6lo una masa durante todo el tiempo se
puede aumentar la sensibilidad.

De esta forma, teniendo en cuenta el
criterio de identificacién por puntos indi-
cado por la UE!?, por cada i6n precursor se
obtiene un punto de identificacién y por
cada i6n producto 1,5 puntos por lo que,
por ejemplo, mediante el empleo de un tri-
ple cuadrupolo se necesitan al menos dos
transiciones mds el i6n precursor para la
correcta identificacién de un compuesto
ilegal.
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APLICACIONES
DE LA ESPECTROMETRIA
DE MASAS COMO DETECTOR

Existe una gran variedad de compuestos
quimicos que por diferentes vias pueden
llegar a los productos alimenticios que se
consumen cada dfa. Dentro de éstos se
encuentran productos como plaguicidas,
medicamentos veterinarios, micotoxinas y
acrilamida, para los cuales el empleo de la
espectrometria de masas ha posibilitado
una deteccién rdpida y fiable, permitiendo
determinar dichos compuestos por debajo
de los limites regulados por los organismos
oficiales en un tiempo de andlisis relativa-
mente corto.

Asi, en primer lugar podemos destacar la
presencia de productos fitosanitarios
empleados para combatir las plagas y enfer-
medades de frutas y hortalizas. Unas bue-
nas pricticas agrarias y un respeto de los
plazos de seguridad dan lugar a una reduc-
ci6én de los niveles de plaguicidas emplea-
dos por debajo de los limites maximos fija-
dos, evitando riesgo alguno para la salud
del consumidor. La problematica aparece
cuando se hace uso de plaguicidas no per-
mitidos o registrados, o cuando no se
siguen las pautas adecuadas en la aplica-
ci6én de aquellos productos permitidos.

Los plaguicidas se pueden clasificar en
varios grupos en funcién de su estructura
quimica. De este modo las categorias cldsi-
cas de plaguicidas mds empleados son:
organoclorados (DDT), organofosforados
(malatién), carbamatos (propoxur), pire-
troides (deltametrina), triazinas (atrazina),
y ureas sustituidas. La toxicidad de estos
compuestos viene determinada por una
serie de factores como son la familia a la
que pertenece, las cantidades aplicadas, el
medio y momento de aplicacién, el
momento de la recoleccion, etcétera, todo
ello afectando a los niveles de plaguicida
en el alimento final. El espectro de toxici-
dad es muy amplio, incluyendo compues-
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tos de alta toxicidad como algunos organo-
fosforados, plaguicidas que tedricamente
no son téxicos para los mamiferos, como
algunos reguladores del crecimiento e
insecticidas bioldgicos y finalmente pla-
guicidas que no presentan efectos téxicos
elevados pero que pueden producir efectos
toxicos tras una exposicién crénica, como
muchos fungicidas.

Actualmente los productos agricolas
estin sometidos a controles privados y
publicos, evaluando la presencia de resi-
duos de plaguicidas presentes y que no
superen las concentraciones maximas per-
mitidas'>.

Otro grupo que estd cobrando una gran
importancia en los tiltimos afios son los pro-
ductos farmacolégicos y promotores del
crecimiento dentro del sector veterinario.
Estos productos ayudan a controlar las
infecciones bacterianas de los animales y a
preservar su salud y crecimiento. Estas
medicaciones son administradas a través
del agua o como aditivos en los piensos. La
aparicién de residuos veterinarios indesea-
dos en los productos de alimentacién se
debe a la administraciéon de medicamentos
prohibidos, o a un uso inadecuado, sin res-
peto de los plazos de seguridad de medica-
mentos permitidos!’. Dentro de los distin-
tos farmacos de uso veterinario se pueden
distinguir numerosas clases, entre las que
destacan las sulfonamidas, quinolonas,
tetraciclinas, macrélidos y antihelminti-
cos'®. Tanto las tetraciclinas, quinolonas y
macrdlidos son agentes bacterianos de
amplio espectro y su presencia en los ali-
mentos de origen animal supone un riesgo
para la salud, ya que pueden resultar toxi-
cos y dar lugar a reacciones de resistencia
bacteriana que a través de la cadena alimen-
taria puede ser transferida a los consumido-
res!”. De igual forma, los antihelminticos
estdn considerados como unos poderosos
agentes antiparasitarios, mientras que las
sulfonamidas son un potente grupo bacte-
riostatico potencialmente carcindgeno.
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Dentro de las sustancias toxicas que pue-
den aparecer de forma natural en los alimen-
tos se encuentran las micotoxinas, que son
metabolitos secundarios téxicos producidos
por hongos en alimentos y derivados bajo
ciertas condiciones ambientales. El creci-
miento de estos hongos y la aparicién de las
micotoxinas puede ocurrir en cualquiera de
las etapas que recorren los alimentos: antes
de la recogida, tras la cosecha, durante el
almacenamiento, durante el procesado o al
comerlos, debido a condiciones ambientales
extremas y afectando a la calidad de los ali-
mentos?. Existen diferentes tipos de mico-
toxinas, entre las mds importantes encontra-
mos: la patulina (manzanas), las aflatoxinas
(frutos secos, maiz, especias,...), la ocrato-
xina A (cereales, especias, vino, cerveza,
Zumos,..), los tricotecenos (cereales), zeara-
lanona (maiz) o la fumonisima (maiz)?!. Las
micotoxinas pueden causar una diversidad
de efectos toxicos en humanos y animales.
Actualmente se ha demostrado que algunos
de estos tdxicos son cancerigenos, genotoxi-
cos y pueden afectar al higado, rifién y al
sistema inmunolégico. Por ejemplo, se pien-
sa que la ingesta continuada de aflatoxinas
esta relacionada con el cancer de higado en
personas afectas por la hepatitis B. Asi se
considera la aflatoxina B, como uno de los
agentes causantes del cancer de higado mas
potentes junto a la M, que es un carcindge-
no genotéxico de especial relevancia para
aquellos consumidores habituales de
leche?!.

Por otro lado, existen ciertos toxicos que
pueden aparecer como resultado del cocina-
do de los alimentos, los cuales no provienen
de una aportacion directa intencionada, sino
como consecuencia de las reacciones qui-
micas que tienen lugar cuando los produc-
tos alimenticios se someten a temperaturas
elevadas. Entre estos toxicos cabe destacar
la acrilamida y los hidrocarburos aromati-
cos policiclicos (PAHs)?2. La acrilamida se
forma cuando alimentos con alto contenido
en carbohidratos y bajo en proteinas son
procesados o cocinados a altas temperatu-
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ras. Los principales alimentos en los que
aparece son las patatas fritas, el café, los
pasteles, pan y tostadas. En cuanto a los
efectos toxicos de esta sustancia diferentes
estudios han demostrado que una exposi-
cioén prolongada puede ocasionar dafios en
el sistema nervioso, sistema reproductivo y
en el material genético, ademads de conside-
rarse como una molécula con propiedades
carcinogénicas y mutagénicas?®. Pero a
pesar de esto, se ha llegado a la conclusion
de que la mayoria de estos efectos son
improbables en el ser humano si se tiene en
cuenta que el promedio de consumo es muy
reducido.

Por otro lado, los PAHs son un grupo
muy elevado de compuestos, mds de 100
familias diferentes, los cuales entran a for-
mar parte de los denominados compuestos
organicos persistentes (COPs). Esto se debe
a la capacidad de mantenerse estables
durante largos periodos de tiempo sin alte-
rar sus propiedades toxicas. Los PAHs tie-
nen su origen en la combustion incompleta
de la materia organica y pueden llegar a los
alimentos como resultado de la contamina-
ciéon ambiental, los procesos de secado y
ahumado, ademds de por el proceso de
cocinado a elevadas temperaturas con con-
tacto directo con el fuego. Los principales
impactos de los PAHs en la salud humana
se centran en sus propiedades genotéxicas,
es decir causan dafios al material genético
(teratogénicas, mutagénicas y carcinogéni-
cas). Los mds potentes carcinégenos son el
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno y el
dibenz(ah)antraceno.

Finalmente conviene destacar la presen-
cia de contaminantes ambientales en ali-
mentos. De esta forma, las dioxinas y los
bifenilos policlorados (PCBs) son un grupo
de productos quimicos téxicos y persisten-
tes entre cuyos efectos en la salud humana
y el medio ambiente se incluyen la toxici-
dad dérmica, la inmunotoxicidad, los efec-
tos reproductivos, los efectos perturbadores
del sistema endocrino y los efectos canceri-
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genos. Las dioxinas son principalmente
subproductos no intencionales de una serie
de procesos quimicos, asi como de casi
todos los procesos de combustién, mientras
que los PCB son sustancias producidas
intencionalmente, que han sido fabricados
durante décadas antes de su prohibicién
debida a su toxicidad, persistencia y efectos
bioacumulativo. La via de exposicién prin-
cipal de la poblacién a éste tipo contami-
nantes es a través de los alimentos, mas
concretamente el pescado y el marisco. Los
suelos, los sedimentos y el entorno acudtico
son depdsitos importantes dada la persis-
tencia de estos contaminantes en el medio
ambiente. La via mds importante de exposi-
cién humana a las dioxinas es el consumo
de alimentos y los productos derivados del
pescado?®*.

Como se ha visto, existen una variedad
de compuestos quimicos que por diferentes
vias pueden llegar a los productos alimenti-
cios que se consumen cada dfa. Estos pue-
den considerarse como microcontaminan-
tes, ya que la concentracién a la que se
pueden encontrar es muy baja a nivel de
traza. Sin embargo, a pesar de esto, estd
completamente demostrada su peligrosidad
para los consumidores. Asi, los organismos
legislativos europeos como la EFSA han
tomado medidas para fijar los limites maxi-
mos a los que se pueden encontrar estas
sustancias en cada tipo de alimento.

Las exigentes legislaciones actuales que
limitan la presencia de estos compuestos a
unas concentraciones realmente bajas, de
trazas, como se ha comentado anteriormen-
te, requieren de potentes herramientas ins-
trumentales que permitan detectar su pre-
sencia a esos niveles. De ahf, la importancia
que ha adquirido la cromatografia tanto de
gases como de liquidos acoplada a detecto-
res de espectrometria de masas, ya que son
equipos tecnoldgicos de extraordinaria sen-
sibilidad y capacidad para identificar y con-
firmar la presencia estos compuestos con un
elevado grado de seguridad.
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Existen numerosas publicaciones donde
se pone de manifiesto la capacidad de la
espectrometria de masas para la determina-
ciébn de estos contaminantes en alimen-
tos!4152529  De forma general, se puede
indicar que la metodologia a utilizar se divi-
de en varias etapas que comprenden la
extraccion de analitos de la muestra; etapa
de limpieza o “clean-up”, para eliminar una
parte importante de los interferentes, sepa-
racion de los distintos compuestos median-
te técnicas cromatogréficas (GC o LC) vy,
finalmente, una deteccidn sensible y selec-
tiva mediante espectrometria de masas. En
la tabla 1 se muestran algunos ejemplos
representativos de la aplicaciéon de dicha
técnica de deteccion donde se puede obser-
var el alto grado de sensibilidad alcanzado

para la determinacion de estos contaminan-
tes en muestras tan complejas como leche,
pescado y miel.

En funcién de la naturaleza del t6xico a
determinar se aplica la combinacién de
técnicas mas adecuada. De esta manera,
para el andlisis de compuestos de baja-
media polaridad, la técnica mas apropiada
es la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). De
hecho, en la década anterior, la GC-MS ha
sido la técnica mds ampliamente usada
para la deteccién de la mayoria de los con-
taminantes orgdnicos, puesto que se trata
de una técnica reproducible entre distintos
laboratorios*’. En la figura 2 se muestra un
ejemplo de determinacién de plaguicidas

Tabla 1

Determinacion de contaminantes en alimentos mediante técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de masas™

Compuestos analizados Matriz d Técnica' . Analizador Limite d? de_tle ccidn Referencia
e separacion de masas (ng - kg

PAHs Marisco GC Q 1.4-20.3 30
PAHs Aceite de oliva HS-GC* QqQ 0.02-0.06 31
PAHs + Plaguicidas Aceite de oliva GC IT 0.1-3.8 32
Plaguicidas Vegetales, frutas LC ESI-TOF 0.5-3 33
Plaguicidas Vegetales grasos LP-GC* IT 0.01-2.5 34
Plaguicidas Higado GC QqQ 0.01-8.7 35
Plaguicidas Vegetales LC ESI-Q 0.06-2.7 36
Plaguicidas + PCBs Huevo GC Q 0.2-0.7 37
PCBs Aceite de maiz GC 1T 0.0004-0.002 38
Acrilamida Chocolate en polvo, cacao, café LC ESI-QqQ 9.2 39
Acrilamida Cereales de desayuno, galletas LC ESI-QqQ 15-20 40
Acrilamida Patatas, pan, salvado, centeno, fritos LC ESI-QqQ 5 41
Micotoxinas Semillas y alimentos UPLC* ESI-QqQ 0.01-0.7 42
Tricotecenos Maiz LC APCI, ESI-QTrap 0.3-3.8 43
Cloramfenicol Leche LC APCI-QqQ 0.03 44
Fluoroguinolonas Salmén LC ESI-TOF 13 45

y quinolonas
Quinolonas, :;;i‘:zidi“as’ Miel LC ESI-QqQ 0.4-11 46

* Abreviaturas: GC: Cromatografia de Gases; HS: Extraccién por espacio-cabeza; LC: Cromatografia liquida; LP-GC: Cromatografia de gases a baja
presién; UPLC: Cromatografia de liquidos de alta eficiencia; Q: Simple cuadrupolo; QqQ: Tripe cuadrupolo; IT: Trampa de iones; ESI: Electrospray;
APCI: Tonizacién quimica a presion atmosférica; TOF: Analizador de tiempo de vuelo.
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Figura 1
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Fuente ionizacién

en muestras de higado de pollo mediante
GC-MS-MS™®. Se puede observar como en
el cromatograma total de iones (figura 2 a)
es dificil la deteccién de los plaguicidas,
pero cuando se monitorizan solamente las
transiciones de los plaguicidas deseados
(figura 2b-2e) se consigue una gran sensi-
bilidad y selectividad. Para la determina-
cion del endosulfan a (figura 2c) se obser-
va otro pico correspondiente al endosulfan
B que presenta las mismas transiciones
pero que no interfiere para su determina-
cién. Ademds se puede observar como el
aumento de la selectividad conseguida por
el empleo de la espectrometria de masas
permite discriminar entre plaguicidas que
aparecen coeluidos.

Sin embargo para la determinacién de
compuestos mds polares o termosensibles
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Fuente de voltaje

no es una técnica adecuada, a no ser que se
recurra a un proceso de derivatizacién que
hace aumentar el tiempo total de andlisis
asi como su complejidad, debiendo de
emplearse la cromatografia de liquidos
acoplada también a un detector de masas
(LC-MS). Ademds, la mayoria de los nue-
vos plaguicidas desarrollados asi como los
antibidticos son cada vez mas polares, por
lo que poco a poco, la LC-MS estd reem-
pleazando a la GC-MS como técnica de
rutina en los laboratorios agroalimenta-
rios. Asi, es posible agrupar los compues-
tos anteriores de modo que micotoxinas,
acrilamida, plaguicidas polares y residuos
veterinarios se determinan mayoritaria-
mente mediante LC-MS, mientras que
PCBs, PAHs, dioxinas y plaguicidas de
polaridad baja, mayoritariamente median-
te la GC-MS?243,
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Figura 2

Cromatograma de una muestra de higado de pollo fortificada con 50 pg/kg de plaguicidas.
a) Cromatograma total de iones; b-e) Cromatograma obtenido monitorizando una sola transicién por compuesto
b) quinalfos; c) endosulfin a; d) fenamifos; e) o,p’-DDT. 1y 2 endosulfan o y B, respectiv
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En concreto la LC-MS/MS ha demostra-
do su gran potencial para el anélisis de con-
taminantes en muestras alimentarias o com-
plejas en general, puesto que evita la
apariciéon de falsos positivos debidos a
identificaciones erréneas y permite detectar
la presencia del compuesto en cantidades
muy bajas, del nivel pg/kg o pg/kg.
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Finalmente se puede indicar el reciente
problema aparecido en el sector horticola
espaiiol con la presencia de isofenfos metil
(plaguicida no registrado) en pimientos. El
empleo de la espectrometria de masas ha
permitido una rdpida y correcta identifica-
cion de dicho producto en vegetales, como
se puede observar en la figura 3, donde se
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Figura 3

Determinacion de isofenfos metil mediante GC-MS-MS en pimiento: (a) cromatograma y (b) espectro de masas
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muestra el pico cromatografico del isofen-
fos metil (separado mediante un cromatoé-
grafo de gases) junto a los iones caracteris-
ticos de dicho compuesto al ser
fragmentado y que ha permitido su rapida
deteccién en pimientos contaminados por
dicho plaguicida.

FUTURAS LINEAS
DE INVESTIGACION

Debido al fuerte impacto de la presencia
de contaminantes en alimentos, es atn
necesario el control para su determinacién
y conocer si su presencia estd por encima
de los limites maximos regulados por los
organismos oficiales. Sin embargo, hasta
ahora todos los esfuerzos se venfan cen-
trando en la determinacién de la sustancia
contaminante primaria, sin prestar dema-
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siada atencidn a los metabolitos o produc-
tos de degradacion de dichos compuestos.
Es por ello que es necesario desarrollar
procedimientos de andlisis que posibiliten
la determinacién conjunta tanto del conta-
minante primario como de sus metabolitos,
ampliando la informacién obtenida
mediante los andlisis quimicos realizados,
pudiendo emplearse para ello nuevos
espectrometros de masas como los analiza-
dores de tiempo de vuelo (TOF)*, basados
en la medida del tiempo que tardan los
iones generados y acelerados con igual
energia en la fuente de iones en alcanzar un
electrodo colector situado a una distancia
prefijada. Como los iones poseen la misma
energia pero diferentes masas, alcanzan el
colector a diferentes tiempos, dependiendo
de su masa, carga y energia cinética, permi-
tiendo una determinacién muy exacta de
las masas moleculares. Asimismo, han sur-
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gido nuevos analizadores basados en la
combinacién de un simple cuadrupolo con
el analizador de tiempo de vuelo, permi-
tiendo combinar la simplicidad de un cua-
drupolo con la sensibilidad inherente, reso-
lucién y exactitud de masas del TOF. De
igual forma estdn apareciendo nuevos ana-
lizadores hibridos como el cuadrupolo
trampa linear (QqLIT), que estd basado en
la utilizacién del tercer cuadrupolo como
trampa de iones, permitiendo mejorar la
sensibilidad del proceso de deteccion, sien-
do muy ttil para la identificacién de meta-
bolitos de contaminantes en distintas
matrices’!, asi como otro tipo de equipos
de alta resolucién como el orbitrap!-2. Sin
embargo y a pesar de la gran calidad de la
informacién que proporcionan y de estar
encontrando su propio campo de aplicacién
dentro de la toxicologfa alimentaria, su
empleo en los laboratorios de rutina suele
ser ain muy reducido debido al elevado
coste de la instrumentacién necesaria, por
lo que se espera un aumento en el nimero
de aplicaciones que incluyan estos analiza-
dores en los préximos afios.

Ademas, los laboratorios deben de ir
satisfaciendo las cada vez mds estrictas
legislaciones tanto nacionales como inter-
nacionales en relacién con la presencia de
contaminantes en los alimentos. Esto pro-
voca en los laboratorios agroalimentarios
diversos problemas, puesto que se aumenta
el nimero de muestras a analizar, asi como
hay una mayor variedad de contaminantes a
determinar, junto con la necesidad de adap-
tar los métodos de andlisis a las nuevas
directivas, ofreciéndose la espectrometria
de masas como una poderosa herramienta
que permite soslayar parte de los problemas
actuales.
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