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Introduccion.

La toxina T-2 pertenece al grupo de los tricotecenos; estos son micotoxinas producidas por
cepas de hongos del genero Fusarium, Trichoderma y Myrothecium. Estructuralmente los
tricotecenos se caracterizan porque poseen el sisterna anular 12,13-epoxitricotec-89-eno; esta
caracteristica los hace indetectables por metodologias que utilizan detectores de UV o
fluorescencia, aunque  se han descnto metodologias que emplean cromatografia en capa
fina, radicinmunoensayos y GC/EC.? La toxicidad de la toxina T-2 es alta comparada con la
de otros tricotecenos, solo es superada por el diacetoxiscirpenol (DAS), las dosis letales
medias son 1.2 v 0.37 mg/Kg respectivamente. La toxina T-2 es capaz de preducir necrosis
en la piel, vomito y leucopenia en anlmales de laboratorio. Se ha descrito que la toxina T-2
causa abortos en cerdas prefiadas,’ y observaciones en el campo asocian decrementos en
la productividad de cerdos con la presencia de ésta toxina a niveles de contaminacion de
200 ppb o menos.' Esta micotoxina y sus efectos han comenzado a despertar interés en la
porcicultura en la medida en que los mé&todos de detecccidn y cuantificacién son cada vez
mas especificos y confirmativos.

Objetivo.

Desarrollar e implementar una metodologia para cuantificar toxina T-2 mediante GC/MS. Las
metodologias que utilizan un sistema GC/MS brindan un alto grado de confianza por su
caracter confirmativo, a diferencia de otras técnicas como las que se fundamentan en
ensayos de inmunoafinidad.

Material y Reactivos.

+ Fase estacionaria para cromatografia en columna: silica C-18, alimina neutra, carbon
activado y florisil,

+ Disolventes (grado HPLC): isooctano, n-hexano, tolueno, metanaol, acetanitrilo,
cloroformo, acetato de efilo y agua desionizada.

¢+ Sorgo y alimento terminado,
+ Estandar de toxina T-2 (T 4887, Sigma chemical Co., USA).

+ Mezcla de reactivos sililantes: BSA+TMCS+TMSI, 3:2:3, (Sylon BTZ, 3-3030, Supelco,
USA).

+ Material de vidrio y de laboratorio apropiados.

Equipo. Cromatografo de gases acoplado a especirémetro de masas {GC/MS); GCD
system, Hewlett-Packard Co., equipado con inyector automatico.
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Procedimiento. En el siguente diagrama se puede ver un bosquejo del procedimiento
empleado para la cuantificacion de toxina T-2 por GC/MS,

Pesar 50 g de muestra y extraer con mezcla de disolventes durante 1

Filtrar y evaporar con nitrégeno.

Purificar en columna, utilizando un gramo de una mezcla de fases
estacionarias.

Evaporar con nitrogeno las porciones eluidas de la columna

Tranferir a un vial ambar para derivatizar con una mezcla de agentes
sililantes durante 30 min.

Inyectar 1 microlitro en el sistema GC/MS bajo las condiciones
optimas y cuantificar utilizando un estandar de concentracién
conocida.

Resultados y Discusion.

La cromatografia de gases con columnas de alta resclucion permite la separacion de
compuestos que poseen caracteristicas y propiedades muy parecidas (incluyendo isomeros),
y la espectrometria de masas genera un espectro que es caracteristico de cada compuesio
{huella digital), por lo tanto es una técnica confirmativa de la identidad de un analitc
determinado. Las dos técnicas, acopladas. permiten la identificacion v cuantificacion de una
gran diversidad de analitos, sin ambigledad,

En nuestro estudio, para verificar |a linearidad del sistema se grafico la respuesta del equipo
en funcion de la concentracion. Se probaron 6 niveles de concentracion de foxina con tres
repeticiones cada uno, en un rango de concentraciones de T-2 equivalentes en la muestra
a 10y 200 ppb. El coeficiente de comelacion es 0.997, lo cual indica lineridad. Se determind
también que el limite de cuantificacion es tan bajo como 5 ppb.
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Por ofro lado, se realizaron ensayos de recuperacion de toxina T-2 en sorgo y alimento
terminado contaminados artificilmente a niveles de 10, 50, 100 y 200 ppb; los porcentajes de
recuperacion fluctuan entre 87 y 123 %, lo cual es perfectamente eceptable basados en los
frabajos que Horwitz ha realizado sobre variacion anaitica.®

Conclusion.

La métodclogia desarrollada es cuantitativa y confirmativa para toxina T-2; ésta, elimina la
incertidumObre propia de los procedimientos gue emplean ofras técnicas de cuantificacion.
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