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ABSTRACT

Aflatoxins are produced by toxigenic strains of Aspergillus spp as a part of their metabolic products. Its toxicity
causes severe health damage which makes them to be considered potent carcinogens. There are Aspergillus strains
that in substrates such asrice (Oryza sativa) grow and produce mycotoxins at 30 °C.

Two analytical methods for the detection and quantification of aflatoxin B1 were developed; calibration curves
were constructed to validate these methods. Aflatoxin B1 production was develop by strain 114 QD (Aspergillus
spp.) in a medium containing 50 and 20 g of rice emulating when possible the storage conditions during incubation
period.

The analysis of 50 and 20 g of rice extracts by high performance liquid chromatography (HPLC) gave average
concentrations of aflatoxin B1 of 94, 93 and 24,64 ppb respectively. By fluorescence spectroscopy average
concentrations of 133, 37 and 27, 23 ppb were determined. Aflatoxin B1 concentrations obtained by both analytical
methods show a significant difference (P <0, 05) with respect to the amount of substrate, being higher the
concentration of aflatoxin B1 with greater amount of rice in the medium, the sensitivity of these methods allows to
detect this toxin from 6 ppb.

*Corresponding author: carlitaden2309@gmail.com
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Las aflatoxinas son producidas por cepas toxigénicas de Aspergillus spp como parte de sus productos metabdlicos.
Su toxicidad causa graves dafios a la salud que los hacen ser considerados carcindgenos potentes. Existen cepas de
Aspergillus que en sustratos como €l arroz crecen y producen micotoxinasa 30 ° C.

Se desarrollaron dos métodos analiticos para la deteccion y cuantificacion de la aflatoxina B1; Se construyeron
curvas de calibracién para validar estos métodos. La produccion de aflatoxina B1 se desarrollé mediante la cepa 114
QD (Aspergillus spp) en un medio que contenia 50 y 20 gramos de arroz emulando, cuando fue posible, las
condiciones de almacenamiento durante el periodo de incubacion.

El andlisis de 50 y 20 gramos de extractos de arroz por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) dio
concentraciones promedio de aflatoxina B1 de 94, 93 y 24,64 ppb respectivamente. Por espectroscopia de
fluorescencia se determinaron concentraciones promedio de 133, 37 y 27, 23 ppb. La concentracion de aflatoxina B1
obtenida por ambos métodos analiticos muestra una diferencia significativa (P <0, 05) con respecto a la cantidad de
sustrato, siendo mayor la concentracién de aflatoxina B1 con mayor cantidad de arroz en €l medio, la sensibilidad de
estos métodos permite Detectar esta toxina a partir de 6 ppb.

INTRODUCCION

Actualmente existen més de 200 tipos de mohos toxigénicos que bajo condiciones especiales son capaces de producir
digtintos tipos de micotoxinas. Las toxinas que mas se han estudiado han sido las aflatoxinas. Sin embargo, toxinas
como la Ochratoxina A (Aspergillus ochraceus) o la citreoviridina (Penicillium spp) revisten igual importancia[1].

L as aflatoxinas son toxinas naturales producidas por cepas toxigénicas del genero Aspergillus como parte de sus
productos metabdlicos [2]. Su toxicidad causa dafios severos en la salud a ser consideradas como los carcindgenos
mas potentes producidos en la naturaleza [ 3], principalmente la aflatoxina B1.

Aspergillus spp. requiere ciertas condiciones especiales para su crecimiento y la produccion de aflatoxinas. Por
gemplo, Aspergillus flavus, la cepa més relacionada con la produccion de aflatoxina, en sustratos tales como el arroz
crece entre 6 y 45°C con un 6ptimo a 37°C y la produccién de micotoxinas se efectta entre 11 y 36°C con un
maximo de produccion a 30°C [4]

Aunque los Aspergillus crecen saprofiticamente, los productos alimenticios pueden servir como sustrato,
favoreciendo la presencia de estos mohos. Factores como la capacidad toxigénica del hongo, la temperatura, €l
tiempo, la humedad, la luz, la atmésfera de amacenamiento y factores de tipo quimico como la presencia de
minerales o carbohidratos, pueden ayudar a crecer e incluso a producir aflatoxinas [5].

La presencia de Aspergillus no necesariamente implica presencia de aflatoxinas pues hay cepas no toxigénicas,
como por gemplo A. oryzae y A. niger gque son usados en la produccién de enzimas, péptidos y otros compuestos
organicos, y A. sojae que es usado en la fermentacion de salsa de soya [6,7]. De igua forma, la ausencia de
Aspergillus en € alimento no implica que este esté libre de aflatoxinas, debido a que la toxina puede persistir aln
después que el moho ha desaparecido [8,9]

Dado que la deteccion y cuantificacion de estas micotoxinas reviste una gran importancia, varios métodos
analiticos han sido implementados con el tiempo. La cromatografia en capa fina (CCF) fue e primer método utilizado
para la determinacion de aflatoxinas, pero fue sustituido debido a los progresos técnicos en cromatografia liquida de
ata resolucion (HPLC) y maés adelante por los métodos de ELISA y técnicas fluorimétricas [10]. Estos ultimos
ofrecen costos mas accesibles y rapidez con relacién a la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), sin
embargo, la cromatografia liquida de alta resolucion es uno de los mas métodos més confiables, selectivosy precisos
parala deteccién y cuantificacion de aflatoxinas.

En este trabajo se desarrollaron dos métodos analiticos para la deteccién y cuantificacién de aflatoxina B1, uno
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y otro por espectroscopia de fluorescencia, se construyeron
curvas de calibracién para poder estandarizar estos métodos y con ellos poder evaluar la produccion de esta toxina
por la cepa de trabajo 114 QD (Aspergillus spp.). La produccion de aflatoxinas se realizd en un medio de arroz a 30
°C, en oscuridad y sin agitacion emulando en lo posible las condiciones de almacenamiento de este cereal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se desarrollé un método por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fase reversa para la deteccion y
cuantificacién de aflatoxina B1. Parala elaboracion de la curva de calibracion, se analizaron 5 concentraciones en un
intervalo de 12,5 a 200 ppb, €l pico de aflatoxinaB1 eluyd a un tiempo de retencion de 8,56 (+/- 0,15) min. (Figura
1)
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Figura 1. Cromatograma del patron de Aflatoxina B1 a distintas concentraciones

En la siguiente tabla se detalan los valores de las éreas obtenidas en tres repeticiones para cada una de las
concentraciones analizadas.

Tabla 1. Datosdelaregresion lineal de las areas obtenidas por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Concentracion Areal Area2 Area3 Promedio
ppb
12,5 4091229 3918628 3905526 3971794
25 5682968 5734340 5626866 5681391
50 8757277 8390165 9175746 8774396
100 17147442 16331034 16900773 16793083
200 30621898 30213612 30413612 30416374
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Figura 2. Curva de calibracion de aflatoxina B1 por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Del estudio de linealidad se obtuvo un coeficiente de determinacién R? de 0,999 y un coeficiente de correlacion de
0,9998, éste Ultima muestra una correlacion significativa entre la concentracién de aflatoxina Bl y las éreas
obtenidas, habiéndose obtenido un valor p < 0,05 (figura 2) para cada unade ellas. Con los valores del intercepto y la
pendiente de la recta se obtuvo la ecuacion 1 que se aplica para €l célculo de la concentracion de aflatoxina B1
presente en las muestras por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Area - 2107026
142199

Ecuacion 1l |[c] =
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La ecuacion 1 permitié calcular la concentracién experimental promedio para cada una de las soluciones patrén
analizadas por el método desarrollado:

Tabla 2. Datos estadisticos de precision y exactitud del método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Concentracion Concentracion DS Error Error
tedrica promedio CV%  absoluto  relativo
hallada %
12,5 13,1 0,72 5,49 0,6 4,8
25 25,1 0,4 1,59 0,1 0,4
50 46,9 2,75 5,86 -3,1 -6,2
100 103,2 2,96 2,86 3,2 3,2
200 199 1,45 0,72 -1 -0,5

Para el andlisis de exactitud se tomaron 3 concentraciones diferentes: 200, 50 y 12,5 ppb, por triplicado y se
determind la desviacion estandar, el coeficiente de variacion, €l % de recuperacién 'y el error relativo (%).

Tabla 3. Datos estadisticos del porcentaje de recuperacion por HPLC

Concentracion ppb 200 50 125
Promedio +/- DS 199+/-1.45 469 +/- 2,75 13,1+/-0,72

Error relativo (%) -0,5 -6,2 4.8

CV (%) 0,72 5,86 5,49

% de Recuperacion 99 94 104

Elaboracién de la curva de calibracion de aflatoxina B1 por espectroscopia de fluorescencia

Se desarrollo un método por espectroscopia de fluorescencia para la deteccién y cuantificacion de aflatoxina B1. Para
laelaboracion de la curva de calibracion se analizaron 6 concentraciones de la solucién patron. El intervalo fue de 6 a
200 ppb, siendo esta Gltima la minima concentracion detectable por € equipo con respecto a blanco utilizado. Se
trabaj6 a una longitud de onda de excitacion de 365 nm, utilizada también en €l andlisis por cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC). Bajo estas condiciones se pudo observar que la aflatoxina B1 genera espectros de emision
con picos que se encuentran entre 408,00 y 446,06 nm, y una intensidad que va desde 2,90 hasta aproximadamente
40 a.u. Estos espectros se van desplazando cuanto més se elevalalongitud de onda de excitacion. (Figura 3).
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Figura 3. Espectro de emision del patron de aflatoxina B1 a distintas concentraciones

En la siguiente tabla se detallan los valores de Intensidad (a.u.) obtenidos en tres repeticiones para cada una de las
concentraciones del patron analizadas.

Downloadable from: Revista Boliviana 143 de Quimica. Volumen 35 N°5. Afio 2018
http://www.bolivianchemistryjournal.org, http://www.scribd.com/bolivianjournal of chemistry




REVI STA BOLI VI ANA DE QUi M CA

| SSN 0250- 5460 Rev. Bol. Quim Paper edition
| SSN 2078-3949 Rev. boliv. quim Electronic edition
Parra et al. RBQ Vol. 35, No.5, pp. 140-151, 2018

Tabla 4. Datos dela regresion lineal de la intensidad a.u. obtenida por espectrometria de fluorescencia

Concentracion Intensidad (a.u.) 1 Intensidad (a.u.) 2 Intensidad (a.u.) 3 Promedio
pgb 2,967 2,914 2,940 2,940
125 4,614 3,781 4,500 4,298
25 7,300 6,201 6,306 6,602
50 9,421 12,265 11,543 11,076
100 25,646 21,037 20,600 22,427
200 39,200 37,484 42,865 39,849

2 —]
=T
R2 0,997

s y=0,192 x + 1,929
= 2 — R2=0997 I nter cepto 1,929
= ,
= Pendiente 0,192
=] = | -
"o - Coeficientede 0,998
E correlaciéon
= = p=1.69 e-06 <0,05

T T T T T
0 20 100 150 200

Concentracion{ppb)

Figura 4. Curva de calibracion de aflatoxina B1 por espectroscopia de fluorescencia

Del estudio de linealidad se obtuvo un coeficiente de determinacién R? de 0,997 y un coeficiente de correlacion de
0,998, € cua muestra una correlacion significativa entre la concentracion de aflatoxina B1 y los valores de
intensidad a.u. obtenidos para cada una de ellas (figura 4). Se obtuvo un valor p de < 0,05. Con los valores del
intercepto y la pendiente de la recta se obtuvo la ecuacion 2 que se aplica para el calculo de la concentracion de
aflatoxina B1 presente en las muestras por espectroscopia de Fluorescencia.

Ecuacién 2 [c] = Intensidad (a.u.) - 1,929
0,192

La ecuacién 2 permitié calcular la concentracidén experimental promedio para cada una de las soluciones patrén
analizadas por el método desarrollado:

Tabla 5. Datos estadisticos de precision y exactitud del método de espectroscopia de fluorescencia

Concentracion Concentracion DS Error Error
tedrica promedio hallada CV% absoluto relativo %
6 53 0,13 2,45 -0,7 -11,6
12,5 12,3 2,35 19,10 -0,2 -1,6
25 24,3 3,15 12,96 -0,7 -2,8
50 47,6 7,69 16,15 -2,4 -4,8
100 106,7 14,55 13,63 6,7 6,7
200 197,5 14,31 7,29 -2,5 -1,25
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Para el andlisis de exactitud se tomaron 3 concentraciones diferentes: 200, 50 y 12,5 ppb, por triplicado y se
determind la desviacion estandar, el coeficiente de variacion, €l % de recuperacién 'y el error relativo (%).

Tabla 6. Datos estadisticos del porcentaje de recuperacion por espectroscopia de fluorescencia.

Concentracion ppb 200 50 12.5
Promedio +/- DS 1975+/- 1431 47,6+/- 7,69 123 +/-2,35
Error relativo (%) -1,25 -4,8 -1,6
CV %) 7,29 16,15 19,10
% de Recuperacion 98 95 98

Desarrollo de la cepa 114QD en medio de arroz

Tras un periodo de incubacién de 21 dias, se pudo evidenciar el desarrollo de la cepa 114 QD en € medio arroz, los
matraces conteniendo el arroz enmohecido se observaron bgjo una lampara de UV a 366 nm, constatandose la
emision de fluorescenciaen el medio (Figura5ay 5b).

Figura5. a) Desarrollo dela cepa Aspergillus spp. (114QD) en medio de arroz a los 21 dias de cultivo.
b) Arroz enmohecido visto directamente a 366 nm

El arroz resulté ser un buen sustrato inductor que permitié determinar la capacidad productora de nuestra cepa, si
bien €l arroz es un sustrato rico en hidratos de carbono, &cidos grasos, vitaminas y otros nutrientes que desencadenan
laruta de sintesis de las aflatoxinas, la composicion del sustrato no es lo Unico que influye en la produccion de estas
toxinas, también se consideran las condiciones climaticas y de almacenamiento, por o que la temperatura de trabajo
considerada Optima para sustratos naturales [11], fue de 30°C. Otros parametros como la oscuridad y la no agitacion
delos cultivos [12] también fueron considerados, se trabaj6 ala humedad ambiente del laboratorio.

Las condiciones de cultivo empleadas para €l estudio permitieron emular ciertas condiciones a las que son
sometidos los frutos secos y cereales como el arroz durante su almacenado. La presencia de aflatoxinas se evalud
cualitativamente por métodos de separacién como cromatografia en capa fina CCF y cuantitativamente por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y espectroscopia de fluorescencia.

Analisis por cromatografia en capa fina (CCF)

Para el andlisis por cromatografia en capafina, se determiné que lafase moévil més adecuada parala separacion seala
de CHCI3-CH30H 5%.

En lafigura 6 se muestra el resultado del andlisis por CCF a 366 y 254 nm de los extractos de 20 y 50 gramos
de arroz, este revel6 la presencia de bandas fluorescentes al mismo Rf del patron de aflatoxina B1 empleado. El Rf
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del patron fue de 0,56 y el Rf de las muestras de 0,58. Los Rf de aflatoxina B1 estan en un rango de 0,4 a 0,7 [13].
Para poder identificar inequivocamente la presencia de aflatoxina B1 en los extractos se realizaron los andlisis por
HPLC y espectroscopia de fluorescencia.

366 nm 254 nm

<
-
-
-—
-
e
-
L
-

1 =Extracto de 20 g de arroz
2=Patron de aflatoxina B1
3=Extracto de S50 g de arroz

Figura 6. Analisispor cromatografia en capa fina (CCF) de los extractos de arroz
Identificacion y determinacion de la concentracion de aflatoxina B1 en los extractos de arroz por HPLC

El andlisis por HPLC permitié encontrar en las muestras de 50 y 20 gramos el pico correspondiente ala aflatoxina B1
a un tiempo de retencion de 8,56 minutos comparado con e patrén puro. Los cromatogramas revelan ademés la
presencia de otros productos fluorescentes que no fueron caracterizados pero que se presume podrian derivar del
metabolismo del hongo [14].

3

___B56t=—

-;-?.?28

g T
o : .5

Figura 7. Cromatograma (extracto de 50 g de arroz enmohecido)

En latabla 7 se representan el tiempo de retencion y las areas de |os picos obtenidos de las muestras analizadas.
Para el célculo de la concentracion de aflatoxina B1 presente en las muestras se aplica la ecuacion 1 hallada con
la curva de calibracion (Tabla 8).
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Figura 8. Cromatograma (extracto de 20 g de arroz enmohecido)

Tabla 7. Tiempo de retencidn y areas obtenidas cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Area obtenida Area promedio

Muestra Tiempo deretencién
(min)
1 8,56 13615463
50 gramos 2 8,75 17599135 15607299
1 8,58 6079600
20 gramos 2 8,64 5154223 5616911

Tabla 8. Concentraciones de aflatoxina B1 obtenidas por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Concentracion calculada  Concentracion promedio

80,93

50 gramos 108,94 94,93 ppb
27,93

20 gramos 21,42 24,68 ppb

En las muestras de 20 g de arroz se logro cuantificar a 21 dias de cultivo una concentracién promedio de
aflatoxina B1 de 24,68 ppb, mientras que en las muestras correspondientes a 50 g de arroz se logré cuantificar 94,93

ppb.

Identificacion y determinacion de la concentracién de aflatoxina B1 en |os extractos de arroz por espectroscopia de
fluorescencia

En lafigura9 se observa el espectro de emisién comparativo de los extractos de 50 y 20 gramos de arroz.

A partir de los valores de intensidad a.u. de los espectros obtenidos y con la ecuacion 2 de la curva de
calibracion se obtuvo la concentracion de aflatoxina B1 en las muestras.

En las muestras correspondientes a 50 y 20 g de arroz se logré cuantificar a 21 dias de cultivo una
concentracion de aflatoxina B1 promedio de 133,37 y 27,23 ppb respectivamente.

La figura 10 muestra una comparacién de los resultados obtenidos por cada método analitico. Los valores
promedio hallados indican que la produccion de aflatoxina B1 es significativamente mayor (p<0,05) a mayor
cantidad de arroz utilizado como sustrato en la preparacién de los medios.
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Figura 9. Espectro comparativo de los extractos de 50 y 20 gramos de arroz.

Tabla 9. Picos de emisién y valores de intensidad (a.u.) obtenidos por espectroscopia de fluorescencia

Muestra Muestra Pico (nm) Intensidad (a.u.) Intensidad (a.u.)
promedio

1 411,06 26,259

50 gramos 27,537
2 426,96 28,816
1 408,00 6,456

20 gramos 7,158
2 409,07 7,861

Tabla 10. Concentraciones de aflatoxina B1 obtenidas por Espectroscopia de fluorescencia

Concentracion calculada

Concentracion promedio

126,71
50 gramos 140,03 133,37 ppb
23,57
20 gramos 30,89 27,23 ppb
3 g =
- -
g 94,93 o B34
g 100 5 140
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Figura 10. Comparacion de la produccién de aflatoxina B1 en 20 y 50 gramos de arroz por ambos métodos
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Se demostré que los métodos aplicados en este estudio permiten sin duda alguna la deteccién y cuantificacion de
aflatoxina B1, incluso en matrices complejas como el arroz.

160 Fluo
i 133,37

HPLC

120
100
80
60
40
20
0

94,93
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2

Concentracion de aflatoxina B1
(ppb)

20g Arroz 50g

Figura 11. Comparacion de los resultados hallados respecto al método analitico utilizado

Sin embargo, una comparacién de los métodos analiticos utilizados (figura 11) muestra que existe discrepanciaen las
concentraciones de aflatoxina B1 halladas para las mismas muestras. La determinacion de aflatoxina B1 por
fluorescencia es mayor ala de cromatografialiquida de alta resolucién (HPLC).

Esta diferencia se debe principalmente a las caracteristicas del método aplicado, |os métodos cromatograficos
como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), son métodos selectivos capaces de producir una respuesta
para el analito de interés, distinguible de las otras respuestas de |os demés componentes de una mezcla complgja[15].
En cambio con la espectroscopia de fluorescencia, la fluorescencia a una determinada longitud de onda (360 nm) de
la aflatoxina B1 permite su cuantificacion, sin embargo, ésta resulta ser una técnica poco especifica, ya que la
fluorescencia detectada no solo puede ser exclusiva de las aflatoxinas presentes, sino que puede deberse a algin
producto del sustrato o de otros metabolitos fluorescentes producidos por el hongo, tomandosé la mezcla como una
sola sefial [14]. A pesar de haberse aplicado un método de purificacion por cristalizacion por par de disolventes, no
se pudo eliminar satisfactoriamente la interferencia debida a otros metabolitos presentes en los extractos, lo cual
provoco resultados discrepantes entre ambos métodos. La aplicacion de columnas de inmunoafinidad en futuros
estudios permitird sin duda eliminar estas sefidles interferentes, ya que estas columnas no solo permiten la
purificacion de los extractos, sino también el incremento en la concentracion de las micotoxinas haciendo que la
evaluacion seamas fiable. [16,17]

EXPERIMENTAL

Material vegetal

Granos de Oryza sativa, adquiridos en el comercio local en La Paz, origen: Santa Cruz, Bolivia.

Elaboracién de la curva de calibracién de aflatoxina B1 por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se empled una solucién patrén de aflatoxina B1 de 200 ppb , preparada mediante dilucion de 1/1000 del estéandar de
200000 ppb en 10 mL de fase mévil AgualMeOH/ACN. Se redlizaron otras diluciones ¥ hasta obtener
concentraciones de 100, 50, 25y 12,5 ppb. Todas las diluciones se realizaron por triplicado. La solucion patrony las
diluciones se mantuvieron en viales ambar en refrigeracién a4°C.

Las soluciones se analizaron por HPLC en un equipo Waters serie 1525 de bomba binaria con detector de
fluorescencia modelo 2475 bajo las siguientes condiciones experimentales; Columna C18 (150 mm x 4,6 mm) 5 um,
fase moévil Agua/MeOH/ACN: 50:40:10 (v/v/v) con un flujo de 1 ml/min (isocrético), un volumen de inyeccion de 20
pl y tiempo de corrida de 10 min, las longitudes de excitacién y de emision del detector fueron de 365 nmy 435 nm
respectivamente.
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Elaboracién de la curva de calibracién de aflatoxina B1 por Espectroscopia de Fluorescencia

Se empled una solucion patron de 200 ppb de aflatoxina B, preparada mediante dilucién de 1/1000 del estandar de
200000 ppb en 20 ml de metanol (grado HPLC), Se realizaron otras diluciones ¥z hasta obtener concentraciones de
de 100, 50, 25, 12,5 y 6 pph. Todas las diluciones se realizaron por triplicado. La solucion madre y todas las
diluciones se mantuvieron en matraces Erlenmeyer cubiertos con papel aluminio en refrigeracion a 4°C, esto para
evitar la fotodegradacion de la micotoxina.

Andlisis de las soluciones patrén

Las soluciones patron se analizaron por espectroscopia de fluorescencia empleando un espectrofluorimetro, modelo
Varian Cary Eclipse, e andlisis se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones de trabajo: longitud de onda de
excitacion (365 nm), longitud de onda de emisién Barrido (400 nm- 600nm), apertura de excitacién y emision (5),
Detector PMT Medio (800v) y velocidad de barrido Medio (600 nm/min).

Tras su andlisis se representé la curva de calibracion con los valores de intensidad (a.u.) en el programa Excel
2007 obteniéndose la ecuacién para e calculo de la concentracion de aflatoxina B1 por espectroscopia de
fluorescencia.

Producciéon de aflatoxina B1 por la cepa de Aspergillus spp. (114QD)
La capacidad de la cepa 114 QD para producir aflatoxina B1 fue determinada empleando arroz como sustrato natural.
Preparacion del medio de arroz para la produccién de aflatoxina B1

En matraces Erlenmeyer de 250 ml se colocaron 20 y 50 gramos de arroz pulido hidratado con 25 ml de agua
destilada, se esterilizo en autoclave a 121°C por 15 minutos, posteriormente se inocul6 el medio con 200 pl de una
solucién de esporas a una concentracién de 1x10° esporas/ml. Los matraces se dejaron incubar por 21 dias a 30°C en
oscuridad y sin agitacion paraemular en lo posible las condiciones de al macenamiento.

Extraccién de aflatoxinas

Finalizado el tiempo de incubacion de 24 horas, se realizé la extraccion de las aflatoxinas de los cultivos mediante el
siguiente protocolo:

Al arroz enmohecido contenido en los matraces se le afiadieron 200 ml de acetato de etilo, esto con € fin de
extraer las aflatoxinas provenientes no solo del sustrato sino también del micelio. El contenido de cada matraz se
mezcl6é por 5 minutos en licuadora (apta para solventes), los licuados obtenidos fueron filtrados por una capa de
algodon y gasa, y colectados en balones alos cuales se los protegid de laluz hasta el proceso de purificacion.

Purificacion de los extractos de arroz

Para poder purificar los extractos se realizo la cristalizacion por par de disolventes, tomando ventgja de las
caracteristicas de solubilidad de estas moléculas. A cada extracto se le afiadid poco a poco aproximadamente 8 ml de
CH.Cl, y gotaagota4 ml de éter de petroleo 20/40, luego de observada una ligera turbidez |os balones se taparon,
protegieron de la luz y dgjaron a -20°C por 72 horas. Pasado este tiempo a contenido de cada balén se le afiadio
nuevamente 3 ml de éter de petréleo 20/40, sefiltrd y colecto, los papeles filtro utilizados fueron lavados con CHCl,
y esta fraccién también se colectd, ambas fracciones se concentraron a vacio en rotaevaporador

Analisis de los extractos de arroz por cromatografia en capa fina (CCF)

L os extractos obtenidos fueron analizados en placas analiticas de silicagel 60 F254 (Whatman) con base de aluminio.
Se probaron 2 fases moviles, CHCls/Acetona (90:10) y CHCls/MeOH (95:5). La corrida de los extractos se realizd
junto a la solucién madre de aflatoxina B1 usada como patrén para la comparacion de Rf's,, las placas fueron
reveladas bajo luz UV a 366 nm.

Cuantificacién de aflatoxina B1 en los extractos de arroz por HPLC
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Cada extracto fue resuspendido en 1 ml de la fase mévil AguayMeOH/ACN y sometido a ultrasonido por 30
segundos, luego los preparados fueron filtrados por membranas de 0,45 um antes de su inyeccién y analizados por €l
programa ya descrito, La concentracion de aflatoxina B1 producida se determind por la ecuacion 1.

Cuantificacién de aflatoxina B1 en los extractos de arroz por Espectroscopia de Fluorescencia

Cada extracto fue resuspendido en 20 ml de metanol, filtrado y analizado bajo las condiciones ya descritas. La
concentracion de aflatoxina B1 producida se determind por la ecuacion 1.
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