
Validación de un método por ULPC-Ms/Ms-ESI+ para la 
cuantificación de aflatoxinas en yerba mate elaborada

La seguridad e inocuidad alimentaria constituye un tema prioritario dentro de los Objetivos del Desarrollo sostenible (ODS2), en sus tres dimensiones económica, social y
ambiental, en este contexto y a fin de tomar medidas eficaces en la evaluación del riesgo y el monitoreo de contaminantes en alimentos, es necesario establecer métodos
validados de probada precisión y exactitud por parte de los laboratorios de análisis. La demanda de métodos que sean rápidos, selectivos y confiables es alta en el sector
regulatorio de contaminantes como las aflatoxinas, y sustentan las bases para el establecimiento de normativas y estrategias de monitoreo de alimentos como la yerba mate
elaborada, de suma importancia en la alimentación tradicional y la economía del Paraguay.

Silvia Caballero, Laura Mereles *, Patricia Piris, Eva Coronel, Lourdes Wiszovaty, Rocío Villalba, Alci Medina.
1Universidad Nacional de Asunción, Facultad de Ciencias Químicas, Dirección de Investigaciones, Campus Universitario, San Lorenzo, Paraguay.  

*Correspondencia: lauramereles@qui.una.py

Proyecto 14 INV 046 “Caracterización de los tipos de aflatoxinas y hongos
aflatoxigénicos presentes en yerba mate elaborada (Ilex paraguariensis)” financiado por
CONACYT a través del Programa PROCIENCIA con recursos del Fondo para la Excelencia
de la Educación e Investigación - FEEI del FONACIDE.

• Para la op'mización de los parámetros del método de masas se u'lizó el so5ware
IntellistartTM con estándares de concentración conocida de las diferentes aflatoxinas
(B1,G1,B2,G2) de 10-100 ng/mL.

Extracción de las aflatoxinas
• 50 gr. de la muestra a temperatura ambiente + 200 mL metanol/agua (8:2) + 50 ml hexano y

5g NaCl
• Homogeizado por 3 min a alta velocidad en Ultraturrax a 800 rpm.
• Filtración al vacío con papel de filtro cuan'ta'vo dos veces.
• Dilución del extracto con una solución tampón PBS.
Purificación de las muestras
• El extracto se hizo pasar por columnas de inmunoafinidad Aflatest (VICAM) con PBS.
• Lavado con agua (grado HPLC), elución con metanol HPLC, a sequedad a Temp. 50°C.
• Se retomaron los residuos con 1% Ac. Fórmico en Metanol.
• Homogeneización en ultrasonido por 1 min., filtrado con filtro de celulosa (0,22um).
• Inyección en el equipo UPLC/Ms-Ms (Waters), con detector de masas con un método de

ionización por electrospray posi'vo (ESI+).
Sistema cromatográfico: Columna LC-C18 Phenomenex Kinetex OOD-4462-AN 2.6 µm C18 x100
Å x 100mm x 2,1mm. Fase Móvil; A; 0,1% Ácido Fórmico en agua. B; 0,1% Ácido fórmico en
Metanol. Gradiente: 10% B, hasta 2 min, 45% B hasta 4.01 min., 10% B hasta 5 min. Flujo: 0,7
min. Tiempo corrida: 10 min. Detector de masas (XevoTQD): Voltaje de capilar; 2 kV. Gas de
desolvatación; Nitrogeno, 999 L/Hr, 500ºC. Gas del cono; Nitrógeno (51 L/Hr). Temperatura de la
fuente: 150ºC. Temperatura de desolvatación: 500ºC.
• Los datos fueron adquiridos usando el programa MassLynxTM, v 4.1. odo de adquisición:

Mul'ple Reac'on Monitoring (MRM).
• Paralelamente a la detección de masas, se u'lizó un detector de fluorescencia en tándem.

Los datos se procesaron con el programa TargetLynxTM Applica'on Manager.
Tratamiento estadís:co
Los análisis estadís'cos de las variables analizadas fueron llevados a cabo en un so5ware
GraphPad Prism 8.3.0. mediante estadís'ca descrip'va a 95% de intervalo de confianza.

CONCLUSIÓN
En las condiciones experimentales utilizadas, se ha desarrollado un método de
cuantificación de aflatoxinas en matriz yerba mate elaborada con buenos
parámetros de desempeño como precisión, exactitud, selectividad y
especificidad. La sensibilidad del método determinada por los límites de
detección y cuantificación son aceptables para el uso propuesto.
A partir de estos resultados se pueden desarrollar diseños observacionales y
experimentales para la determinación de estos contaminantes en yerba mate
elaborada en apoyo al sector productivo y la inocuidad alimentaria.
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Tabla 1. Resumen de parámetros de desempeño del método analítico para la 
cuantificación de aflatoxinas B1, G1, B2 y G2 por UPLC-Ms/Ms/Esi+

AG R A D E C IM IE N TO S :

El objetivo del trabajo fue validar un método de análisis de
aflatoxinas en matriz yerba mate elaborada, mediante la evaluación
y descripción de los parámetros de desempeño como linealidad,
efecto matriz, veracidad o recuperación, precisión y límites de
detección y cuantificación, según las directrices de validación de
análisis de contaminantes en alimentos.

Parámetro
Criterio de 
aceptación B1 G1 B2 G2

Ámbito de Linealidad r≥0,99 1-30 ng/mL 4-120 ng/mL 1-30 ng/mL
4-120 
ng/mL

Selectividad
Ion de 

cuantificación
313.10 > 
284.98

329.09 > 
243.06

315.11 > 
259.07

331.17 > 
245.14

Efecto Matriz (%) EM±20% -9,70 -22,50 4,10 13,2

Repetibilidad RSDr (%) RSDr≤20% 2,22 0,86 2,5 1,19
Precisión intermediaria (%) 

RSDR
RSDR≤20% 4,69% 9,33% 3,04% 3,68%

Límite de detección (ng/g) LD < 1/5 LMP 0,4 0,38 1,57 1,96

Límite de cuantificación (ng/g) LOQ < 2/5 
LMP 1,32 1,28 5,25 6,55

Recuperación±DE (%) 70-120 98,09±3,65 99,16±6,61 100,12±2,93 73,40±1,69

INTRODUCCIÓN

METODOLOGÍA

Figura 1. Cromatograma de 
aflatoxinas B1, G1, B2 y G2 por 

UPLC-Ms/Ms/Esi+ en el límite de 
cuantificación, con vista 

amplificada  del espectro de 
masas de G2

 Quantify Sample Report  MassLynx Masslynx V4.1 SCN 882

 Dataset:  C:\MassLynx\Azucares1.PRO\Curvas de calibracion AFT 18062020.qld

 Last Altered:  Thursday, June 18, 2020 18:09:45 Paraguay Standard Time
 Printed:  Tuesday, June 23, 2020 17:49:41 Paraguay Standard Time

Name: STDP5_AFTtotales_250ppb_18_06_2020, Date: 18-Jun-2020, Time: 16:49:32, ID: , Description: yerba
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 #
 1
 2
 3
 4

 Name
 Aflatoxina B2
 Aflatoxina G1
 Aflatoxina G2
 Aflatoxina B1 L

 Trace
 315.11 > 259.07
 329.09 > 243.06
 331.17 > 245.14
 313.11 > 284.98

 RT
 5.76
 5.31
 4.87
 6.39

 Area
 3075.365
 1517.292
 1818.508

 981.304

 IS Area  Response
 3075.365
 1517.292
 1818.508

 981.304

 Primar...
 MM
 MM
 bb

 MM

 Conc.
 95.1770
 26.2865

 101.84...
 27.1869

 %Dev
 -4.8
 5.1
 1.8
 8.7
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 Quantify Compound Summary Report  MassLynx Masslynx V4.1 SCN 882
Facultad de Ciencias Quimicas. Bioquimica de alimentos

 Dataset:  Untitled

 Last Altered:  Friday, September 25, 2020 16:04:30 Paraguay Standard Time
 Printed:  Friday, September 25, 2020 16:17:20 Paraguay Standard Time

Method: C:\MassLynx\20200610.PRO\MethDB\Aflatoxinas cuantificacion ENSAYO RECUPERACION.mdb 23 Sep 2020 14:47:19
Calibration: 25 Sep 2020 16:01:37 

Compound name: Aflatoxina B1
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 AFTotales STD 1...

 AFTotales STD 1...

 AFTotales STD 1...

 AFTotales STD 2...

 AFTotales STD 2...

 AFTotales STD 5...

 AFTotales STD 1...

 AFTotales STD 1...

 Blanco_matriz_y...

 MsF_100ug_L_1...

 MsF_120ug_L_1...

 MsF_150ug_L_1...
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 Type

 Standard
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 Solvent

 Analyte

 Analyte

 Analyte

 Analyte

 Analyte
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 334.414

 380.416

 457.908

 527.470

 607.543

 1089.391

 2075.021

 2971.322
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 603.606

 IS Area  Response
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 MM

 MM

 MM

 Conc.

 9.6
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 24.1

 49.5
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 11.8

 15.1

 13.7

 23.9

 %Dev

 -3.7

 0.5
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 -0.8

 -3.7

 -0.9

 1.7

 -0.6

Compound name: Aflatoxina B1
Correlation coefficient: r = 0.999583, r^2 = 0.999165
Calibration curve: 18.9123 * x + 152.372
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 1. Cromatograma de iones de cuantificación de aflatoxinas 
B2, G1, G2 y B1 (UPLC-Ms/Ms/Esi+) y curva de calibración de B1 
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