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[ INTRODUCCION J

La seguridad e inocuidad alimentaria constituye un tema prioritario dentro de los Objetivos del Desarrollo sostenible (ODS2), en sus tres dimensiones econdmica, social y
ambiental, en este contexto y a fin de tomar medidas eficaces en la evaluacion del riesgo y el monitoreo de contaminantes en alimentos, es necesario establecer métodos
validados de probada precision y exactitud por parte de los laboratorios de analisis. La demanda de métodos que sean rapidos, 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 alimentacion tradicional y la economia del Paraguay.

" . . ] - METODOLOGIA
El objetivo del trabajo fue validar un método de analisis de o ) ]
aflatoxinas en matriz yerba mate elaborada, mediante la evaluacién p o R b epimbEdn o (96 pERsies ) @i da meses 6 Wil ¢ ks

. es L ~ . ) - Intellistart con estandares de concentracion conocida de las diferentes aflatoxinas
y descripcion de los parametros de desempefio como linealidad, (B1,G1,B2,Ga) de 10-100 ng/mL.
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Extraccion 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.

*  Filtracién al vacio con papel de filtro cuantitativo dos veces.

* Dilucién del extracto con una solucién tampén PBS.

Purificacién de las muestras

¢ El extracto se hizo pasar por columnas de inmunoafinidad Aflatest (VICAM) con PBS.

« Lavado con agua (grado HPLC), elucién con metanol HPLC, a sequedad a Temp. 50°C.

* Seretomaron los residuos con 1% Ac. Férmico en Metanol.

efecto matriz, veracidad o recuperacion, precision y limites de
deteccion y cuantificacion, segun las directrices de validacion de
analisis de contaminantes en alimentos.

RESULTADOS

Figura 1. Cromatograma de Yo omug_L_10_08_2020_1 1: MRM of 2 Channels ES+ ¢ Homogeneizacién en ultrasonido por 1 min., filtrado con filtro de celulosa (0,22um).
aflatoxinas B1, G1, B2 y G2 por 6.46 313.11 > 284.98 (AFT B1)| L2 " 2
UPLC-Ms/Ms/Esi+ en el limite de ] 2.0463 * Inyeccion en el equipo UPLC/Ms-Ms (Waters), con detector de masas con un método de
cuantificacién, con vista 1 6.36 | 6.52 . .. s I t iti (ESH’)
amplificada del espectro de - _onizacién por electrospray positivo . )
masas de G2 -l Sistema cromatografico: Columna LC-C18 Phenomenex Kinetex OOD-4462-AN 2.6 um C18 x100

A x 100mm x 2,1mm. Fase Movil; A; 0,1% Acido Férmico en agua. B; 0,1% Acido férmico en
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ofs 20 ]3173\\4:5 ‘Lﬂl‘ i KT Metanol. Gradiente: 10% B, hasta 2 min, 45% B hasta 4.01 min., 10% B hasta 5 min. Flujo: 0,7
mo”uﬁ'{gfoe’mgg’; 900 | 400 | 500 s0  7o0 800 800 min. Tiempo corrida: 10 min. Detector de masas (XevoTQD): Voltaje de capilar; 2 kV. Gas de
488 331.17 > 245.14 (AFT G2)

desolvatacion; Nitrogeno, 999 L/Hr, 5002C. Gas del cono; Nitrégeno (51 L/Hr). Temperatura de la
fuente: 1502C. Temperatura de desolvatacién: 5002C.

- ¢ Los datos fueron adquiridos usando el programa MassLynxTM, v 4.1. odo de adquisicion:

Nl (Ao Multiple Reaction Monitoring (MRM).
“E ‘%ﬁ?ﬁ‘"l ﬁfi\‘a:f‘ 7‘57‘8u564 9143“74 « Paralelamente a la detecciéon de masas, se utilizé un detec‘torAde fluorescencia en tandem.
fovo B0 ebo T 7ho Bh0 T 8b0 Los datos se procesaron con el programa TargetLynxTM Application Manager.
o EGIAERS) | Tratamiento estadistico )
ool . Los andlisis estadisticos de las variables analizadas fueron llevados a cabo en un software y
s;'; 541 '\‘ GraphPad Prism 8.3.0. mediante estadistica descriptiva a 95% de intervalo de confianza. y
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2020 1 are 2;4’;'!:;25;3;1‘;‘;5:;) Tabla 1. Resumen de parametros de desempefio del método analitico para la
ora| 20 cuantificacién de aflatoxinas B1, G1, B2 y G2 por UPLC-Ms/Ms/Esi+
L Criterio d
o58 feor Pardmetro riterio ce B1 G1 B2 G2
o ) aceptacion
i o ;,,M\ ooz 713 _— L 4-120
] 43 ‘M,‘,yl‘ i | 757 830 Ambito de Linealidad r20,99 1-30 ng/mL | 4-120 ng/mL 1-30 ng/mL ey
' Too oo | sbo | abo | soo | oo 760 8b0 | o0 Time
selectividad lon de 313.10 > 329.09 > 315.11> 331.17 >
& electivida cuantificacién 284.98 243.06 259.07 245.14
@) Efecto Matriz (%) EM+20% -9,70 -22,50 4,10 13,2
B1 o
Afiatoxina B2 Affatoxina G1 Aflatoxina G2 Aflatoxina B1 L \ / Repetibilidad RSDr (%) RSD<20% 2,22 0,86 2,5 119
. s PP -
N wmE s L a3z \ .. G2 Precision m;;lr)medlana (%) RSD<20% 4,69% 9,33% 3,04% 3,68%
o, R
3 .
* - } / Limite de deteccién (ng/g) |LD < 1/5LMP 0,4 0,38 1,57 1,96
o5t ;
min min min min A
st st st st . Limite de cuantificacién (ng/g) LO?'\;PZ/S 1,32 1,28 5,25 6,55
Compound name: Afitoxina B RecuperaciénDE (%) 70-120 98,09+3,65 | 99,16+6,61 | 100,12+2,93 | 73,40£1,69
Correlation coefficient: r = 0.999583, r2 = 0.999165

Referencias: Directrices SANCO (2011), Guia MAPA (2011) y (Duffau et al, 2010).

CONCLUSION

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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[ En las condiciones experimentales utilizadas, se ha desarrollado un método de

L Cone # ‘Ml cuantificacién de aflatoxinas en matriz yerba mate elaborada con buenos
BT 0 & : 2 Wl parametros de desempefio como precision, exactitud, selectividad y

Figura 1. C de iones de cuantificacién de aflatoxi Loy R 2 o especificidad. La sensibilidad del método determinada por los limites de

B2, G1, G2 y B (UPLC-Ms/Ms/Esi+) y curva de calibracién de B1

deteccion y cuantificaciéon son aceptables para el uso propuesto.

A partir de estos resultados se pueden desarrollar disefios observacionales y
experimentales para la determinacion de estos contaminantes en yerba mate
elaborada en apoyo al sector productivo y la inocuidad alimentaria.
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