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RESUMEN

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de ciertos hongos filamentosos que pueden
encontrarse en alimentos y en piensos. Su ingesta da lugar a una serie de trastornos vy
enfermedades en seres humanos y en animales. Existe numerosa legislacidon a nivel mundial para
la regulacién de micotoxinas en el comercio de alimentos y materias primas, generalmente
estableciendo las concentraciones maximas admitidas. En el aflo 2019 a través de la Resolucion
Conjunta 22/2019 del Ministerio de Salud y Desarrollo Social se establecieron limites maximos
para el deoxinivalenol, las fumonisinas y la ocratoxina A. Esta reglamentacién se suma a la que
ya existe sobre aflatoxinas.

Una legislacion mas extendida trae aparejada un mayor control de los bienes
comercializados. Para dar respuesta a la necesidad de controles se han desarrollado multiples
métodos analiticos para la deteccidn y cuantificacién de micotoxinas. Estos hacen uso de curvas
de calibracién con Soluciones Calibrantes de concentracién conocida, preparadas a partir de
Materiales de Referencia que son adquiridos a proveedores internacionales por un elevado
precio. Es frecuente que los Materiales de Referencia sean utilizados durante muy largos
periodos de tiempo ya que las micotoxinas son moléculas muy estables y se utiliza muy poco
Material de Referencia cada vez que se realiza un andlisis. La validez y trazabilidad de las
Soluciones Calibrantes y Materiales de Referencia es un requisito en la norma ISO/IEC 17025y
por lo tanto se debe cumplir para la acreditacion de los métodos.

El presente trabajo tiene como objetivo analizar y discutir las herramientas utilizadas en
el Departamento de Andlisis Instrumental del Instituto Nacional de Tecnologia Industrial para
asegurar la estabilidad de los Materiales de Referencia utilizados en el analisis de rutina de
micotoxinas. En primer lugar, se detallan las caracteristicas de los Materiales de Referencia
disponibles en el Departamento. Luego se profundiza en el control de Soluciones Calibrantes
mediante control estadistico de procesos utilizando cartas de control. Por ultimo, se describe un
método espectrofotométrico para la cuantificacion de analitos en solucidn, se realiza una
estimacidn de su incertidumbre, se comparan los resultados histéricos obtenidos y se identifican
oportunidades de mejora.

Las micotoxinas que abarcan los temas anteriormente mencionados son aquellas
contempladas por la legislacion argentina hasta el momento: aflatoxina B1, B2, G1 y G2,
aflatoxina M1, fumonisina B1 y B2, deoxinivalenol y ocratoxina A.



MARCO TEORICO

ORGANIZACION

INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA INDUSTRIAL

El Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI) es un ente autdrquico que nacio el 27
de diciembre de 1957 mediante el Decreto Ley 17.138, donde se establecid que su objetivo
principal es “Realizar investigaciones y estudios con el fin de mejorar las técnicas de elaboracion
y proceso de las materias primas y desarrollar el uso de materiales y materias primas de origen
local o mds econdémicos y el aprovechamiento de subproductos”. En tal sentido, se disefid la
creacién de los Centros de Investigacidn, que mediante estrecha vinculacidn con los industriales
del pais buscarian la implementacién de dichos desarrollos para impulsar la produccién nacional.
Por otro lado, se buscaria una relacién constante con el ambito cientifico y académico, tanto
publico como privado, para mantenerse a la vanguardia del conocimiento y dar soporte a
investigaciones de interés para el desarrollo de la industria nacional [1].

En un principio el INTI se establecié en el Parque Tecnoldgico Miguelete en el Partido de
General San Martin, Provincia de Buenos Aires. Con el correr de los afios el alcance del Instituto
se fue expandiendo con el fin de promover el desarrollo industrial en todo el pais, especialmente,
acompafiando a los sectores productivos caracteristicos de cada region. Este proceso fue posible
gracias a la articulacion con diversos actores que han sido fundamentales para determinar las
necesidades y oportunidades en cada rincon, entre ellos cabe mencionar a cdmaras empresarias,
empresas publicas, universidades, laboratorios estatales y otras organizaciones presentes en
todo el territorio nacional. En este sentido, la integracidn de las camaras e industrias dentro de
la conduccién de los Centros de Investigacion ha asegurado que sus actividades sean relevantes
para atender a necesidades y demandas concretas [2]. En los ultimos afios las autoridades del
Instituto han propulsado un proceso de reestructuracién en su organizacion que finalmente fue
formalizado mediante la Decisién Administrativa 1945/2018. Bajo la hipdtesis alcanzar una
institucion mas dinamica, eficiente, visible y con nuevas oportunidades de negocio se delined un
nuevo modelo organizacional basado en cuatro unidades estratégicas: Servicios Industriales,
Desarrollo Tecnolégico e Innovacién, Metrologia y Calidad, y Desarrollo Regional [3].

En la actualidad el INTI cumple con diversas funciones dentro del entramado que ha
constituido con los sectores productivos y la sociedad. Entre ellos se destaca que mediante la Ley
19.511 y el Decreto 788/03 se ha constituido como el Instituto Nacional de Metrologia, es decir,
el maximo organismo técnico de la Argentina en el drea. La funcidn principal del mismo es realizar
y mantener los patrones de las unidades de medida segun el Sistema Internacional de Unidades
(SI) y diseminarlos en los ambitos de la metrologia cientifica, industrial y legal. A fin de asegurar
la comparabilidad y validez de mediciones, patrones nacionales y sus certificados de medicién y
calibracion, el INTI participa de intercomparaciones con Institutos Nacionales de Metrologia de
otros paises y es firmante del Acuerdo de Reconocimiento Mutuo de Patrones Nacionales de
Medida y Certificados de Calibracion y de Medicién redactado por Comité Internacional de Pesas
y Medidas (CIPM-MRA).



Ademas de las anteriormente mencionadas, las responsabilidades como Instituto
Nacional de Metrologia incluyen tareas como llevar a cabo investigacién y desarrollo en
capacidades de medicién y calibracién, patrones nacionales y materiales de referencia,
instrumentos y tecnologias de medicion industriales, también desarrollar laboratorios de
calibracion y defender a la industria nacional frente a barreras técnicas de caracter metroldgico
gue puedan afectar el comercio.

Por ultimo, a fin de reflejar fielmente el objetivo final del Instituto al que aspiran las
autoridades y el camino que debe tomar para alcanzarlo, se transcriben la Visién y la Misién y el
Compromiso con la calidad en la gestion:

Vision
Ser el Instituto lider en el campo de la innovacion a nivel nacional y regional,

consolidando a la vez su rol y prestigio en materia de servicios industriales, calidad
y Metrologia para el desarrollo industrial y la calidad de vida de las personas.

Mision
Fortalecer la competitividad industrial en todo el pais a través de la

transferencia de tecnologia, el cumplimiento de la legislacion metroldgica y el
impulso al desarrollo tecnoldgico, y la innovacion en todos los sectores productivos.

Compromiso con la calidad en la gestion

Es nuestro compromiso favorecer el desarrollo y la sustentabilidad
industrial, contribuyendo a la articulacion de las politicas y estrategias definidas por
el Estado Nacional; actualizar la infraestructura disponible asignando los recursos
necesarios para ello; e implementar y mejorar los sistemas de gestion conforme a
los requisitos de las normas nacionales e internacionales reconocidas en los
diferentes dmbitos de aplicacion

DEPARTAMENTO DE ANALISIS INSTRUMENTAL

El Departamento de Andlisis Instrumental dentro de la Sugerencia Operativa de Alimentos
nacié en el ano 2019 a partir de la reestructuracién que fue llevada a cabo en el INTI. Surgié por
la combinacién del Laboratorio de Toxicologia y Nutricidn con otros tres laboratorios con el
objetivo de nuclear los anadlisis de alimentos que requieren mayor complejidad analitica. En
consecuencia, se pueden identificar tres funciones del Departamento, la primera es la deteccion
y cuantificaciéon de micronutrientes y contaminantes en matrices alimentarias, principalmente
cereales, oleaginosas, aceites, carnes, lacteos y los productos derivados de ellos. La segunda
radica en la caracterizacion y analisis de calidad de aceites y productos derivados; por ultimo, la
cuantificacidén de azlcares en materias primas y productos elaborados.

Se destaca que el Departamento cuenta con varios equipos de cromatografia liquida con
detectores de DAD-UV, fluorescencia, IR y MS/MS, y cromatografia gaseosa con detectores ECD,
FID, MS y MS/MS. En materia de recursos humanos, cuenta con seis agentes técnicos y seis



agentes profesionales altamente calificados con vastas trayectorias en ensayos analiticos. Dentro
del area de micotoxinas, el Departamento tiene capacidad para determinar las siguientes
micotoxinas en distintas matrices alimentarias: aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, aflatoxina M1,
fumonisina B1 y B2, deoxinivalenol, ocratoxina A, patulina y zearalenona.

Entre los logros alcanzados se destacan la acreditacién bajo la Norma ISO/IEC 17025 de
cinco métodos analiticos, tres de ellos en el drea de micotoxinas y dos de caracterizacion de
aceites. Ademads, el Departamento es reconocido por el Consejo Oleicola Internacional para la
realizacion de ensayos de calidad en aceite de oliva.

El Departamento ha participado de distintos estudios y proyectos internacionales
vinculados con temas de metrologia. Ha participado de dos ensayos interlaboratorios del
National Institute of Standards and Technology (NIST) de los Estados Unidos para establecer los
valores de los materiales de referencia SRM1565 (micotoxinas en maiz), SRM 1869 (vitaminas en
formula nutricional para infantes o adultos) y del Instituto Nacional de Metrologia Turco el UME
CRM 1302 (aflatoxinas en higos deshidratados). Por otro lado, el Lic. Tomds Lépez Seal ha
realizado una estadia en el NIST para asignar los valores de referencia al SRM 1565 anteriormente
mencionado y el Lic. Mariano Simén ha visitado la Oficina Internacional de Pesas y Medidas
(BIPM) para recibir una capacitacién sobre produccidn y evaluacién de un Material de Referencia
Certificado de zearalenona en acetonitrilo.

Entre los ultimos trabajos publicados se destaca un paper de elaboracién propia
“Incidence of Deoxynivalenol in Wheat Flour in Argentina and GC—ECD Method Validation” [4] y
otros en colaboracion, “Development and Characterization of a Multimycotoxin Reference
Material” [5], “Mycotoxin metrology: Gravimetric production of zearalenone calibration
solution” [6] y “Microbiological quality, fungal diversity and aflatoxins contamination in carob
flour (Prosopis flexuosa)” [7]. Por ultimo, también se ha participado en congresos nacionales e
internacionales presentando posters principalmente sobre investigaciones propias o en
colaboracién con otros organismos y sobre desarrollo y validacién de métodos.

MICOTOXINAS: PROBLEMATICA Y LEGISLACION

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos y
pueden ser encontradas en diversos alimentos y alimentos balanceados. Cuando las micotoxinas
son ingeridas pueden tener efectos crénicos o agudos que son denominados micotoxicosis. Las
afecciones crdnicas, tales como el cancer, la inmunosupresién y la inhibiciéon del desarrollo,
producidas por la exposicion frecuente a bajas concentraciones de micotoxinas son las que tienen
un mayor impacto en la salud humana a nivel mundial [8]. Los géneros de hongos de mayor
relevancia en este asunto son Aspergillus, Fusarium y Penicillium ya que son los responsables de
la produccion de las aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, fumonisinas y zearalenona [9].

Niveles bajos de ciertas micotoxinas en determinados alimentos se consideran inevitables
y seguros, sin embargo, existen factores como condiciones climaticas inusuales, dafios por plagas
de insectos, practicas agrondmicas y de almacenamiento inadecuadas que llevan a altas
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concentraciones [10]. Entre ellos, cabe destacar que la humedad y la temperatura son los
pardmetros mas influyentes en el crecimiento flngico y la produccion de micotoxinas [11].

Ademas de ser un riesgo para la salud humana las micotoxinas tienen un gran impacto en
la economia y el comercio nivel mundial [11]. Las principales consecuencias de esta
contaminacion global son la pérdida de cosechas, el descarte de cereales contaminados, la caida
en la produccién animal, el incremento en los costos de salud humana y animal, el incremento
en los costos de controles y regulaciones y la inversién en investigacion [12]. La globalizacién del
comercio de alimentos ha contribuido a las pérdidas econdmicas debido a micotoxinas en los
paises en desarrollo. Estos tienden a exportar los alimentos menos contaminados para cumplir
con las reglamentaciones y de esta forma exponen a su propia poblacién en mayor medida.
Incluso en algunas ocasiones los alimentos exportados son rechazados por regulaciones rigurosas
dando como resultados millones de délares de pérdidas [10]. El desarrollo de regulaciones para
la gestidon de riesgos de micotoxinas busca alcanzar un balance entre la proteccion de la salud
humanay los intereses econdmicos [13].

El Codigo Alimentario Argentino establece en su Articulo 156 bis mediante la Resolucién
612 (10/05/1988) y su posterior ampliacion mediante la incorporacién de la Resolucién GMC
025/02 del MERCOSUR los limites maximos admisibles en ciertos productos [14].

A B ;_\'_ f;azt-'c-)G)(llrlan Aflatoxina B1
(ng/kg) (ne/ke)

Leche fluida 0,5 pg/l - -

Leche en polvo 5 ug/kg - -

Maiz en grano (entero, partido, i 20 5
aplastado, mondado)

Harinas o sémolas de maiz - 20 5

Mani (sin descascarar, i 20 5
descascarado, crudo o tostado)

Mani en pasta (Pasta de mani o i 20 5

manteca de mani)

Tabla 1. Resumen de la Resolucién 612 (10/05/1988) y la Resolucién GMC 025/02 del MERCOSUR

El 22 de julio de 2019 se publicé en el Boletin Oficial la Resolucion Conjunta 22/2019
dictada por la Secretaria de Regulacidn y Gestidon Sanitaria y la Secretaria de Alimentos y
Bioeconomia de la Republica Argentina. En la misma se establecid la incorporacién de dos nuevos
articulos al Cédigo Alimentario Argentino (CAA) con referencia a este tema. El articulo 156
guarter establece niveles maximos para tres micotoxinas en determinados alimentos, aclarando
a qué parte del producto se aplica el nivel maximo y el plan de muestreo que se debe utilizar [15].



2000 3

Tabla 2. Resumen del Articulo 156 quarter: Limites para micotoxinas.

Ademas, se incorpord el articulo 1414 tris donde se establecen los pardmetros de
referencia que deben cumplir los métodos analiticos para la determinacidon de micotoxinas en
alimentos. Es ampliamente reconocido que es necesario contar con métodos analiticos
adecuados para asegurar la calidad de los resultados para el establecimiento de regulaciones y
el control de mercaderias [16].

%CV <% de CV %CV < 2/3 de 602120 LOD<LM LOQ < LM
de Horwitz CV de Horwitz 703110 1/5 2/5

%CV <
BV SKhdecV é\%e' 203120\ 5p<im Loq < M
de Horwitz Horwitz 702 110 1/5 2/5
9 <
v de /ESIV 4o %CV < 2/3 de 602120  \sp<im LoQ < M
2 .
Horwitz CVde Horwitz 7093110 1/5 2/5
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Tabla 3. Parametros de referencia para métodos analiticos vigentes segun art. 1414 tris. LOD: limite de
deteccidn; LOQ: limite de cuantificacion; LM: limite especificado en la normativa vigente; CV: coeficiente de
variacién de Horwitz

CARACTERIZACION DE LAS MICOTOXINAS

AFLATOXINAS

Las aflatoxinas fueron aisladas por primera vez en la década de 1960 en Inglaterra a partir
de un alimento a base de mani enmohecido que habia provocado la muerte de 100.000 pavos
[17]. Aspergillus flavus es la especie de mayor importancia entre todos los hongos que producen
aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 dentro del género de los Aspergillus y la aflatoxina B1 es la forma mas
abundante y téxica de todas las micotoxinas en general. Esta especie es un contaminante comun
en los cultivos y se desarrolla en climas templados y calidos, por lo que el calentamiento global
expandiria las dreas afectadas [18], ademas es posible encontrar aflatoxinas en climas tropicales
y subtropicales [19]. Los alimentos mas frecuentemente afectados son el maiz, el maniy la pasta
de mani, pero es encontrada en una amplia gama de productos como cereales, oleaginosas,
frutos secos y especies.

Las aflatoxinas son asociadas tanto con toxicidad aguda como crénica en animales y
humanos, y las enfermedades resultantes son denominadas en forma genérica como
aflatoxicosis. La intoxicacion aguda debido a una alta exposicidn se caracteriza por dafio hepatico
severo, ictericia, hemorragia, edema y eventualmente la muerte, mientras que en forma crénica
las aflatoxinas tienen efectos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, inmunosupresores e
inhibidores de desarrollo infantil. El higado es el 6rgano que se ve mas afectado en aves de corral,
peces, roedores y primates que son alimentados con aflatoxina B1 existiendo grandes diferencias
de susceptibilidad entre e intra especies [20]. La Agencia Internacional para la Investigacidn sobre
el Cancer (IARC) considera que hay suficiente evidencia para afirmar que se ha establecido una
relacion causal entre el cancer y la exposicién a las aflatoxinas, especialmente la Aflatoxina B1,
quien es considerada como un evidente cancerigeno en humano y en animales de
experimentacion, que le han permitido su clasificacion como un carcinégeno clase 1 y como el
mas potente hepatocarcindgeno teniendo en cuenta las evidencias epidemioldgicas vy
experimentales [21].

Los mamiferos expuestos a aflatoxina B1 en su dieta la convierten en aflatoxina M1 que
es excretada en la leche y es tan citotoxica como la aflatoxina B1 [22] pero tiene tan solo un 10%
de sus efectos cancerigenos e inmunosupresores [23]. La conversion de aflatoxina B1 en alimento
balanceado a aflatoxina M1 en leche de vaca se ha establecido entre el 0,3% y 6,2%. [24]

DEOXINIVALENOL

El deoxinivalenol (DON) es la micotoxina de la familia de los tricotecenos mas
frecuentemente encontrada en trigo [25]. Es producida principalmente por Fusarium
graminearum durante una infeccion conocida como fusariosis de espiga de trigo en las etapas de
floracién y espigacidn de la planta. Esta enfermedad agricola es un problema en todas las zonas
productoras de trigo del mundo [26]. La presencia de hongos es normal en cultivos y granos



almacenados, y en general se acepta que la contaminaciéon con DON no se puede evitar en bajas
concentraciones. La alta variabilidad de los factores climdticos produce que la fusariosis de la
espiga de trigo al igual que la produccién de DON cambie ampliamente entre los distintos afios y
lugares de siembra [27].

Los tricotecenos son sospechosos de haber sido responsables de brotes de las
enfermedades taumalgetriede y leucopenia toxica alimentaria entre 1890 y 1940 en Rusia debido
al consumo de cereales enmohecidos. Estas enfermedades afectan a los sistemas inmune,
nervioso y digestivo, y alcanzaron una mortalidad del 60% de las personas afectadas. Los
principales sintomas que se presentan son vomito, anorexia, dolor abdominal, diarrea,
malnutricién, dolor de cabeza y mareos [28]. A nivel molecular, DON interfiere en la sefalizacidon
celular, diferenciacién, crecimiento y sintesis de macromoléculas [28].

FUMONISINAS

Las fumonisinas fueron descubiertas por primera vez en 1988 y son una familia grande de
compuestos de los cuales las fumonisinas B1, B2 y B3 son los de mayor preocupacién, siendo la
fumonisina B1 la mas comun en el maiz y productos de maiz. [29] [30]. Ademas, contaminan otros
alimentos como sorgo, espdrragos, arroz, cerveza y ciertos porotos. Son producidas por
numerosas especies, pero Fusarium verticillioides y Fusarium proliferatum se encuentran entre
los hongos mas cominmente encontrados en el maiz tanto en granos sanos como danados [31].
Estas especies causan una importante enfermedad en los cultivos de maiz en climas calidos
denominada fusariosis del maiz. Existe una fuerte correlacién entre el dafio por insectos y la
fusariosis de especies como F. graminearum, donde el hongo aprovecha la ruptura de los tejidos
vegetales para colonizar los granos.

Mientras que las fumonisinas estan asociadas enfermedades en animales como
leucoencefalomalacia (necrosis de la sustancia blanca del cerebro) equina, edema pulmonar en
cerdos y cancer de higado y rifidn en roedores, los efectos en humanos aldn contintan siendo
ampliamente estudiados [32] [33] [34]. Por el momento, IARC ha caracterizado a las fumonisinas
como posibles agentes cancerigenos para humanos incluyéndolas en el grupo B2. El consumo de
maiz altamente contaminado con fumonisinas ha sido asociado con altas tasas de cancer de
esofago en Italia y en Sudafrica [35]. Ademas, existe evidencia que también podria generar
defectos en el tubo neural y retardo en el crecimiento infantil.

OCRATOXINA A

La ocratoxina A es producida en mayor medida por Penicillium verrucosum, Aspergillus
ochraceus (entre otras especies de Aspergillus) y por A. carbonarius creciendo junto a A. niger en
bajas proporciones. Estos tres grupos de especies difieren en su nicho ecolégico, en los
comodities que afectan y en la frecuencia de ocurrencia en distintas regiones geograficas [36].

Esta micotoxina es un contaminante comun en los alimentos a base de cereales en climas
templados, ademas se encuentra frecuentemente en el cacao, el café, pasas de uvas, especies y
vino, y en menor medida en la harina de mandioca, el pescado, el mani, la leche, las legumbres y
la soja.
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Su toxicidad se descubrié a raiz de un brote de enfermedad renal de cerdos en
Escandinavia. Hoy en dia se tiene un amplio conocimiento respecto a la toxicidad renal y es
caracterizada como un importante nefrotdxico. Ademds, esta clasificada como posible
cancerigeno humano (grupo 2B) por la IARC [37]. En estudios realizados con animales se ha
documentado que es nefrotdxica, inmunosupresora, cancerigena y teratogénica [38] [25]. Se
cree que es responsable de al menos dos enfermedades crénicas: la nefropatia endémica de los
Balcanes y la nefropatia intersticial crénica en el Norte de Africa [39].

MEDICION DE MICOTOXINAS

Para obtener la concentracién de una micotoxina en un lote de un producto de manera
exacta y precisa es necesario atravesar por tres etapas de igual importancia: muestreo,
preparacion de la muestra y cuantificacion.

Es dificil obtener un valor estimado preciso y exacto del valor real de micotoxina en un
lote cuando un plan de muestreo solo analiza una pequeiia porcién de este. El plan, que establece
como y qué muestra sera obtenida, debe ser definido teniendo en cuenta el método analitico
que se utilizard y los limites de aceptacion o rechazo con los que serd comparado el resultado. El
muestreo es la principal fuente de incertidumbre en la determinacion de micotoxinas ya que la
contaminacién dentro de los lotes suele ser extremadamente inhomogenea. Por ejemplo, en un
lote de un cereal solo un pequefio porcentaje de granos se encuentra contaminado, e incluso la
contaminacién varia ampliamente dentro de un Unico grano [40].

La preparacion de la muestra frecuentemente es una parte importante en las técnicas de
medicién ya que puede enriquecer la concentracién del analito de interés y limpiar las
interferencias existentes. En consecuencia, un pretratamiento eficiente es necesario para la
cuantificacién de micotoxinas a niveles de trazas en matrices. Extraccién en fase liquida y
extraccion en fase sélida (SPE) son las metodologias mas utilizadas en la actualidad [41]. El uso
de una o varias técnicas depende de la complejidad de la matriz alimentaria y las propiedades
fisicoquimicas de las micotoxinas. La principal variable a considerar en el desarrollo de un método
es la eleccion del material adsorbente dptimo para realizar la extraccion y limpieza de forma
selectiva y eficiente. Existen dos tipos de columnas SPE: columnas de clean up multifuncional
(MFC) y columnas de inmunoafinidad (IAC). MFC contiene material adsorbente especialmente
disefiado para ciertas commodities. En general el clean up solo requiere de una etapa por lo que
son rapidas y faciles, ya que mientras la muestra atraviesa la columna las interferencias se
adhieren al material y el analito lo atraviesa libremente. IAC también constituye una buena
opcidén y se destaca por su especificidad debido a la interaccion del anticuerpo con el analito. Los
anticuerpos se encuentran anclados a un gel de soporte que permite que la muestra con las
interferencias atraviese la columna mientras los analitos son retenidos. En una segunda y tercera
etapa se realiza una limpieza y se liberan los analitos de los anticuerpos obteniéndose una
muestra limpia y enriquecida. Sin embargo, tecnologias de MFC e IAC no siempre estan
disponibles para todas las micotoxinas por lo que otros métodos de SPE tradicionales aln
contintan siendo utilizados, al igual que las extracciones liquido-liquido. Ademas, dependiendo
de las caracteristicas de la matriz, del analito y de la interaccién entre ambos, es normal la
necesidad de aplicar otros procedimientos de preparacién de muestra, como por ejemplo, la
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utilizacidn de enzimas para la liberacion de las micotoxinas, la desproteinizacion de la muestra, o
la derivatizacién para incrementar la fluorescencia de un compuesto (HPLC-FL) o su volatilidad
(GCQ).

La mayoria de los métodos actuales para la deteccién y cuantificacién de micotoxinas
incluyen técnicas cromatograficas como Cromatografia en Capa Delgada (TLC), Cromatografia
Liguida de Alta Resolucion (HPLC) y Cromatografia Gaseosa (GC). Por otro lado, numerosos
ensayos basados en inmunologia como ELISA e IAC fueron desarrollados para ser utilizados en
sitios de almacenamiento de granos [42]. La TLC fue una de las primeras técnicas desarrolladas
para la deteccion, cuantificacidn y semi-cuantificacién de micotoxinas y continuda siendo utilizada
hoy debido a la posibilidad de analizar un gran nimero de muestras econdmicamente [43]. La
mayoria de las técnicas modernas incluyen la cuantificacidon por HPLC tanto en fase normal como
en fase reserva y utilizan adsorbentes acordes a las propiedades fisicas y quimicas de los analitos.
Los métodos de deteccién mds comunmente utilizados son los detectores UV, de fluorescencia 'y
de espectrometria de masa. Los primeros dependen de la capacidad de absorber luz UV y de
fluorescer (FD) que algunas micotoxinas tienen natural o artificialmente mediante derivatizacién
pre o post-columna [44]. Los detectores de masa (MS) y masa en tandem (MS/MS) son una
potente herramienta para la cuantificacion ya que poseen mayor sensibilidad y exactitud y
permiten la determinacién de multiples analitos en forma simultdnea. La principal desventaja es
el alto costo de los equipamientos y la complejidad de los requerimientos de las instalaciones. La
técnica de punta en este ambito es la dilucidn isotdpica asociada a HPLC-MS/MS, que ademads de
contar con los beneficios anteriormente descriptos es considerada un método primario relativo
y simplifica aun mas la etapa de preparacién de muestra [45]. Por ultimo, GC es utilizado
normalmente acoplado a detectores de masa (MS), ionizacién de llama (FID), captura de
electrones (ECD), entre otros. Este cromatdgrafo es menos frecuente en el dmbito de las
micotoxinas debido a la complejidad de la derivatizacion a fin de conseguir la volatilidad
necesaria para el analisis por GC [46].

TRAZABILIDAD

La Norma ISO/IEC 17025:2017 establece que, para asegurar la propiedad de
comparabilidad de los resultados, los laboratorios deben establecer y mantener la trazabilidad
metrologica de los mismos. Esto implica que debe existir una cadena ininterrumpida vy
documentada de calibraciones que vinculen los resultados con referencias apropiadas. Cabe
destacar, que cada eslabdn de la cadena contribuye a la incertidumbre de la medicion [47].

La Norma también establece que el laboratorio debe asegurar, en la medida de lo posible,
la trazabilidad hasta el Sistema Internacional de Unidades (Sl) ofreciendo distintos posibles
caminos. Para el caso de la determinacién de micotoxinas en matrices alimentarias la
herramienta mas frecuente es la utilizacion de Materiales de Referencia Certificados (MRC). El
Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) define a los MRC como un caso especial de
Material de Referencia (MR), este ultimo es “un material suficientemente homogéneo y estable
con respecto a propiedades especificadas, establecido como apto para su uso previsto en una
medicion o en un examen de propiedades cualitativas”. En este caso, la propiedad especifica es
la concentracién de micotoxina y el uso previsto es la calibracion del equipo de medicion. Un
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MRC es un MR “que viene acompanado por la documentacion emitida por un organismo
autorizado, que proporciona uno o varios valores de propiedades especificadas, con
incertidumbres y trazabilidades asociadas, empleando procedimientos vdlidos”. Es decir, el
certificado debe incluir el valor de concentracidon de micotoxina, informando su incertidumbre y
como fue establecida su trazabilidad [48]. Sélo los productores competentes pueden ofrecer
MRC, estos son por ejemplo, aquellos que cumplen con los requisitos de la Norma 17034. En la
actualidad, pocos MRC de micotoxinas cuentan con trazabilidad hasta el Sl ya que su produccion
es un proceso extremadamente costoso.

Los métodos cromatograficos descriptos en el apartado anterior tienen en comun, entre
otras cosas, la necesidad de una calibracion al momento de analizar las muestras donde se
establece la correlacién entre la sefial obtenida y la concentracion de micotoxina en solucién. A
partir del analisis de distintas concentraciones de Soluciones Calibrantes se realiza una regresion
lineal que luego permite calcular la concentracién en la muestra incégnita. Es mediante el uso de
MRC que se establece la trazabilidad de los resultados a la vez que es utilizado para el célculo de
la incertidumbre de la medicién.
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DESARROLLO

INTI: MATERIALES DE REFERENCIA DISPONIBLES

Las Soluciones Calibrantes que son utilizadas para las calibraciones consisten en
soluciones de baja concentracidn de micotoxinas en un solvente organico adecuado para el
analisis cromatografico. Las mismas se preparan volumétricamente a partir de Soluciones Stock
gue son de muy alta concentracion y se almacenan por largos periodos de tiempo. Los principales
factores a tener en cuenta para la eleccidn del solvente son la aptitud para el analisis
cromatogrifico, la toxicidad, y la solubilidad y estabilidad del analito en el medio. Para Soluciones
Calibrantes se utilizan solventes con un buen equilibrio entre estas caracteristicas mientras que
para Soluciones Stock se buscan solventes que prolonguen al maximo la vida util de la solucién,
en algunas ocasiones los solventes utilizados son los mismos en ambos casos. Ademas, es comun
la necesidad de utilizar Soluciones Intermedias que son preparadas a partir de las Soluciones
Stock como paso intermedio para la preparacion de los Soluciones Calibrantes. Las mismas se
realizan a fin de mezclar micotoxinas que serdn analizadas juntas pero estdn separadas en
distintas Soluciones Stock, por ejemplo fumonisina B1 y fumonisina B2, y para disminuir el error
de diluciéon mediante la técnica de dilucidn seriada.

A nivel mundial existen pocas empresas u organizaciones que produzcan y comercialicen
MR y MRC de micotoxinas en solucién o en estado sélido. Algunas soluciones son de bajas
concentraciones para ser utilizadas directamente, mientras que otras necesitan diluciones
previas. Por otro lado, las micotoxinas en estado sélido suelen asegurar un cierto grado de pureza
y deben ser disueltas en un solvente apropiado para su uso. En general, las soluciones poseen un
precio mayor que los sélidos, y mas aun si son MRC con la incertidumbre de la concentracion. En
el analisis de rutina el costo de la utilizacién de micotoxinas en las Soluciones Calibrantes es bajo
debido a la baja concentracidn y el pequefio volumen que se necesita. Sin embargo, el costo de
reposicion de estos insumos es alto y se busca sacarles el maximo provecho una vez adquiridos.

El Departamento de Analisis Instrumental utiliza para el andlisis de rutina Soluciones Stock
preparadas a partir de MR sélidos que han sido disueltos en el laboratorio. A continuacién, se
analizan los Certificados de Andlisis y la utilidad de las micotoxinas que se encuentran en uso
actualmente en el Departamento. Cabe aclarar que, por mas que los MR utilizados poseen un
Certificado de Analisis, el mismo no cumple con las condiciones para ser considerado un MRC.

Dado que en general se adquieren envases de MR que contienen entre 1 mgy 10 mg de
micotoxina y para realizar una curva de calibracién se requiere en el orden de los nanogramos de
analito, las Soluciones Stock son practicamente inagotables. Para poder utilizar estas soluciones
durante largos periodos de tiempo es fundamental asegurar que la concentracién no varia
significativamente. Por este motivo es tan importante la seleccién del solvente adecuado, el
almacenamiento a temperaturas menores a-18 °Cy el uso de las Buenas Practicas de Laboratorio
para su manipulacién.

En el Departamento de Analisis Instrumental los MR fueron comprados a Fluka AG, Sigma-
Aldrich y European Comunity Bureau of Reference a lo largo del tiempo y en algunas ocasiones
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han pasado varios afios hasta que fueron disueltas y utilizadas. Esto trae aparejado algunos
inconvenientes, por ejemplo, los Certificados de Analisis de las aflatoxinas marca Fluka AG no se
encuentran en el laboratorio y ante la solicitud de estos el proveedor ha respondido que como
los productos se encuentran discontinuados ya no posee la informacién. En consecuencia, no es
posible conocer ningun dato mads que los que figuran en los envases.

Los Certificados de Analisis de los MR poseen una fecha de liberacién del lote por Control
de Calidad del fabricante y en algunas ocasiones figura una fecha recomendada para re-analizar.
Durante este periodo el proveedor asegura que el producto cumple con las especificaciones y la
homogeneidad siempre que el envase no haya sido abierto. Sin embargo, algunos proveedores
no realizan los re-analisis que figuran en los Certificados de Analisis. Por ejemplo, el
deoxinivalenol que fue adquirido a Sigma Aldrich (Anexo A) con una fecha de liberacion de lote
por Control de Calidad el 27 de agosto de 2014, fue disuelto por el laboratorio el 3 de octubre de
2018 y hasta la fecha no se ha emitido un nuevo certificado tal como sugiere la fecha
recomendada para re-analizar de agosto de 2018. Por ultimo, cabe destacar que en ninguno de
los casos analizados se exhibe una fecha de caducidad o un tiempo de vida util una vez abierto el
producto.

Otro punto para considerar es el grado de pureza de las micotoxinas que son
comercializadas. La mayor parte de los Certificados de Andlisis informan purezas mayores o
iguales a un cierto numero sin unaincertidumbre asociada. Ademas, el método mds comunmente
utilizado es la Cromatografia en Placa Delgada (TLC) que es un método que hoy podriamos
considerar primitivo frente a los avances en capacidad analitica que se han desarrollado en las
ultimas décadas. Las purezas de los lotes existentes en el Departamento de Andlisis Instrumental
son para la aflatoxina M1 > 99 %, aflatoxinas B1, B2 G1 y G2 > 98 %, deoxinivalenol > 99 %,
ocratoxina A > 99,5%, fumonisina B1 98.28% y fumonisina B2 100%. En todos los casos la pureza
fue determinada mediante TLC menos en las fumonisinas que han sido analizadas mediante
HPLC. Cabe destacar que ninguno de estos métodos otorga trazabilidad al SI.

En sintesis, los MR que utiliza el Departamento de Analisis Instrumental, al igual que otros
organismos publicos y laboratorios privados presentan ciertas falencias o falta de informacion
con respecto a su pureza, su trazabilidad y su vida util. Es responsabilidad del usuario conocer las
caracteristicas del MR y evaluar si el mismo es adecuado para el uso propuesto. Dada la relacion
precio-calidad y la escasez de MRC de micotoxinas se considera que los usados son
suficientemente aptos al ser combinados con otras herramientas de aseguramiento de la calidad
como ensayos interlaboratorios y la utilizacién de MR en matriz. Es evidencia de esto que los
métodos para la determinacidon de aflatoxinas, fumonisinas y deoxinivalenol se encuentran
acreditados bajo la norma ISO/IEC 17025 en el Departamento.
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CONTROL ESTADISTICO DE PROCESOS

PROCESO: CALIBRACION DE EQUIPOS

Dentro de los métodos analiticos descriptos anteriormente existe un proceso que es de
vital importancia para la obtencidn de resultados exactos: la calibracion del equipo con estandar
externo. Una vez que el HPLC o GC se encuentra en régimen y estabilizado, es necesario realizar
una calibracidn para obtener la correlacidon entre la sefial emitida, es decir, el drea bajo los picos
del cromatograma y la concentracidn de analito en solucidn. Esta correlacidn se obtiene a partir
de cuantificar soluciones de concentracion creciente (Soluciones Calibrantes) preparadas desde
los Materiales de Referencia Certificados y sera utilizada para la determinacién de las muestras
incégnitas.

Una vez obtenidas las dreas correspondientes a cada Solucion Calibrante se comienza con
el andlisis de datos. El objetivo es asegurar que la recta de calibracién no presente desvios
respecto a los valores histéricos y cumpla con los pardmetros establecidos. En primer lugar, se
grafican las areas en funcion de las concentraciones y se realiza una regresion lineal para
comprobar que el coeficiente de determinacidon (R?) sea cercano a 1 y ningun valor se aleje
significativamente de la recta. La calidad de la calibracion puede ser estudiada mediante el
monitoreo de pardmetros preestablecidos, para lo cual en este caso, se evalian la pendiente y la
ordenada al origen de la recta para verificar que no existen desvios respecto a los valores
historicos obtenidos [49].

A continuacion, se describen algunas posibles desviaciones para relevar la importancia de
este proceso:

* la evaporacion del solvente debido a un incorrecto almacenamiento de las Soluciones
Calibrantes genera un aumento en la concentracidn de los analitos y un aumento en la ordenada
al origen en la recta de calibracién

* la degradacion del analito en las Soluciones Calibrantes de menor concentracion
provoca un aumento en la pendiente y una diminucidn de la ordenada al origen, mientras que la
degradacidn de las soluciones de mayor concentracion provoca el efecto contrario

* el tiempo insuficiente en la estabilizacién de la columna cromatogréfica y los detectores
puede provocar menores sefiales y desvios en ambos sentidos tanto en la pendiente como en la
ordenada al origen

* un error significativo en la preparacion de una concentracion de las Soluciones
Calibrantes disminuye el coeficiente de determinacion y aleja el punto area vs concentracion de
la recta obtenida.

GRAFICOS DE CONTROL

En la actualidad, la necesidad del Control de Calidad en un laboratorio analitico es esencial
para asegurar la comparabilidad de los resultados. Control de Calidad es un sistema de
herramientas, actividades y técnicas con el propdsito de satisfacer todos los requerimientos de
calidad. Para alcanzar este propdsito, los procesos son monitoreados y ajustados siguiendo
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directivas brindadas por textos como las Buenas Practicas de Laboratorio o las Normas ISO/IEC
9001 e ISO/IEC 17025 [50]. Sin embargo, estas guias internacionales proveen solo reglas
generales para desarrollar y mantener los sistemas de calidad y es responsabilidad del laboratorio
definir procedimientos apropiados para alcanzar una calidad adecuada y vigilar los cambios en el
rendimiento de los métodos [51].

El primer paso para garantizar que los requerimientos analiticos sean cumplidos es la
validacién o verificacion de los métodos. La validacion se basa en la confirmacién empirica y la
provision de evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos particulares para un uso
especifico propuesto, mientras que la verificacidon es la confirmacién y provisién de evidencia
objetiva que se han cumplido los requisitos especificados. Estos procesos son fundamentales ya
gue permiten conocer a fondo los métodos y sus limitaciones al caracterizar, entre otras
variables, la exactitud, precisidn, selectividad, sensibilidad y robustez de los mismos. En una
segunda instancia, durante el trabajo de rutina se deben mantener las condiciones y alcanzar las
especificaciones que fueron fijadas durante la validacion del método. El analista debe decidir
cuando su método satisface los criterios de calidad y cudndo se puede aceptar un resultado, a fin
de tomar estas determinaciones, se deben realizar pocas pruebas especialmente seleccionadas
[49].

En este sentido, se ha buscado la forma de monitorear los procesos de calibracion,
definiendo cudndo se encuentran bajo control y cudndo se deben tomar medidas correctivas.
Ademas, su control rutinario permite verificar que no ha ocurrido ninguna de las desviaciones
mencionadas en el apartado anterior, y en ultima instancia, permite hacer un seguimiento de las
Soluciones Calibrantes y los Materiales de Referencia Certificados. Por lo tanto, para sistematizar
la evaluacion de la pendiente y la ordenada al origen a fin de garantizar la obtencién de valores
coherentes con los resultados histéricos se ha implementado el seguimiento mediante Control
Estadistico de Procesos. Los Graficos de Control son una importante herramienta usada para
monitorear y controlar la calidad y eficiencia de los procesos. Fueron desarrollados por Walter A.
Shewhart en la década de 1920 y actualmente su uso es una practica comun y esperada para
monitorear métodos analiticos en el dmbito comercial, regulatorio e industrial [52]. Esta
herramienta brinda informacién sobre la performance histdrica, los resultados aceptables y
permite ver de inmediato si el proceso se encuentra bajo control o noy es necesario tomar alguna
accién [53]. Ademas, constituyen una manera facil y eficiente para demostrar calidad y
competencia a clientes y auditores.

En los Graficos de Control una variable de interés es graficada en el eje y a lo largo del
tiempo (eje x) cada vez que se obtiene un valor nuevo en el trabajo de rutina. Existen diferentes
tipos de graficos en funcién del tipo de variable estudiada, su calculo y las caracteristicas del
proceso. En general, utilizando los datos recolectados durante un cierto periodo de tiempo es
posible establecer el promedio y cudles son los limites maximos y minimos que es espera que
tome la variable.

En el Departamento de Andlisis Instrumental se ha decidido monitorear la calibracion de
los equipos en el area de micotoxinas mediante el seguimiento de la pendiente y la ordenada al
origen de las rectas de calibracidn con el uso de Graficos de Control. Los graficos se construyeron
utilizando 10 valores histéricos para calcular la media y el desvio estdndar. Los limites de
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advertencia y limites de accion se fijaron como dos desvios estdndar y tres desvios estandar
respectivamente. Cada vez que se analizan muestras se realiza la calibracién del equipo y los
valores de la pendiente y la ordenada al origen son ingresadas a los graficos correspondientes a
fin de determinar si el proceso se encuentra bajo control o no y si es necesario tomar alguna
accion. Se han formalizado reglas en los Métodos de Ensayo del Sistema Integral de Calidad que
describen las situaciones posibles y como se debe actuar, las mismas se transcriben a
continuacion:

2 C
O
I::> B —+—Resultados
O
== | imite de Advertencia Superior

0]

b= f === imite de Advertencia Inferior
9 o A .

'g 1 =fll= | imite de accidn superior

3]

a == | imite de accion inferior

. E:> B ==@=Promedio
|

! o c

Fecha
Figura 1. Ejemplo de carta de control con sus limites y zonas delimitadas.

El proceso se considera que esta bajo control cuando:

i) El valor se encuentra en la zona A.

ii) El valor se encuentra en las zonas B y los 2 valores previos se encuentran en la zona A.
El proceso se considera que esta en estado de advertencia cuando:

i) Diez puntos consecutivos se hallan del mismo lado de la media.

ii) Siete puntos consecutivos presentan una tendencia, ya sea creciente o decreciente.

Cuando el sistema se considere en estado de advertencia se deben tomarse medidas
preventivas para evitar que el proceso pase a estar fuera de control. De todas formas, en estos
casos los resultados pueden ser informados.

El sistema se considera que estd fuera de control cuando:
i) El valor se encuentra en la zona C.

ii) El valor se encuentra en las zonas B y al menos uno de los dos valores anteriores
también estd en la zona B.

Cuando el sistema se considere fuera de control, los resultados no deben ser informados
y debe encontrarse la causa del desvio y su solucion [54].

En el Anexo B se adjuntan los Graficos de Control utilizados, destacandose que los de
Aflatoxina M1 y Ocratoxina A fueron elaborados especialmente para el presente trabajo y por lo
tanto los procesos comenzardn a ser monitoreados mas eficientemente. Para el caso de
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Ocratoxina A al utilizarse hasta el momento mayormente una calibracién de un Unico punto y al
no contar con suficientes valores de pendientes y ordenadas al origen, se decidié calcular un
factor que puede ser monitoreado sin importar la concentracion de Solucién Calibrante utilizada.
Este grafico también fue disefiado para el presente trabajo.

Factor Ocratoxina A = drea / concentracion sc. calibrante (ng/ml)

ANALISIS DE ESTABILIDAD

METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Las micotoxinas son reconocidas por la bibliografia en general como moléculas muy
estables. Se han estudiado ampliamente métodos para descontaminar alimentos como asi
también los efectos que tienen los procesos industriales en las mismas. En general, se ha visto
qgue los que tienen un mayor impacto en la disminucién de la contaminacién son aquellos
relacionados con la separacion de las fracciones contaminadas, como los procesos de limpieza,
molienda o clasificacion de granos, los tratamientos térmicos de altas temperaturas como
horneado, fritura y extrusidn, y los tratamientos con quimicos con amoniaco, bicarbonato, acido
citrico o bisulfito de sodio. Dada la alta estabilidad térmica de las micotoxinas se necesitan
temperaturas superiores a los 150°C para conseguir reducciones significativas [55]. Por otro lado,
en general las micotoxinas también son estables a la luz, siendo las aflatoxinas las mas
fotosensibles [56].

La estabilidad de las micotoxinas que en el dmbito industrial y comercial es un factor
negativo, en el ambito analitico es una gran ventaja. Sin embargo, para el desarrollo vy
mantenimiento de métodos existe la necesidad de asegurar la estabilidad de las Soluciones Stock
y Soluciones Calibrantes durante todo el periodo que son utilizadas. Los factores mas comunes
gue afectan la concentracion de micotoxina en solucién son la capacidad de los solventes de
degradar los analitos, la evaporacion de los solventes, la temperatura, la luz UV y la capacidad de
algunos analitos a adsorberse a las superficies de vidrio de frascos y viales. Ademas, las soluciones
son almacenadas a por lo menos -18 °C pero periddicamente son descongeladas y congeladas,
por lo que la degradacién puede ocurrir tanto durante el almacenamiento como durante la
ejecucion de los métodos.

En el Departamento de Analisis Instrumental se ha implementado hasta el momento un
control rudimentario de la estabilidad de las Soluciones Stock mediante espectrofotometria. La
Ley de Lambert Beer establece que la cantidad de luz absorbida por una soluciéon esta
directamente relacionada con la concentracién del analito, la distancia que la luz debe atravesar
en la muestra y el coeficiente de extincion molar. Matematicamente se expresa como:

A= ¢c.c.l
A = absorbancia
€ = coeficiente de extincién molar o absortividad molar

| = distancia que recorre la luz
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El coeficiente de extincién molar es propio de cada sustancia y cuantifica la probabilidad
gue hay de que el fotén de una dada longitud de onda pueda ser absorbido por la sustancia. Para
la cuantificacién de una solucidn se utiliza el coeficiente de extincion molar determinado a la
longitud de onda de maxima absorcion y en el mismo solvente en que se encuentra la solucidn
incégnita.

La ecuacion para el calculo de la concentracidon es una adaptacién de la Ley de Lambert
Beer:

A.Fc.PM.FD
CcC =

e.1l

Fc = factor de correccion
FD = factor de dilucién (si corresponde)
PM = peso molecular

El proceso de cuantificacion por espectrofotometria es igual para todas las micotoxinas y
resulta en un sencillo procedimiento de laboratorio. En primer lugar, se debe llevar la solucién a
temperatura ambiente y estabilizar el espectrofotometro. En caso de que la concentracion de la
solucién no sea adecuada para la medicién tal cudl, es necesaria una dilucién. Se deben preparar
diluciones para el deoxinivalenol y la ocratoxina A, mientras que la aflatoxina M1 se mide
directamente la Solucion Stock y las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 se miden las Soluciones
Intermedia (que fueron preparadas por Unica vez a partir de las Soluciones Stock). Una vez listas
las soluciones y el equipo se procede a realizar la determinacidn del Factor de Correcciéon con
soluciones de dicromato de potasio para estimar el error sistematico. Luego se realiza el cero con
el solvente adecuado y se mide por triplicado la solucidn incégnita. Por ultimo, se realizan los
calculos en una planilla de cdlculo utilizando la férmula anteriormente expuesta. A continuacién,
se presenta el diagrama de flujo del proceso para un mayor entendimiento.

Llevar soluciones a temperatura ambiente

En caso necesario, realizar dilucidon de la Solucion Stock

Prender y estabilizar el esprectrofotometro

Determinar el factor de correccion (Fc) con soluciones de dicromato de potasio

Realizar blanco de solvente en el espectrofotdmetro

Medir la absorbancia de la Solucidn por triplicado a la longitud de onda correspondiente

Calcular la concentracién de la Solucién

Figura 2. Diagrama de flujo de la cuantificacion espectrofotométrica de micotoxinas.
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ESTIMACION DE LA INCERTIDUMBRE

Un resultado de medicidon se encuentra incompleto si no presenta una incertidumbre
asociada y se informa el factor de cobertura utilizado. Dado que un estudio intensivo de las
incertidumbres de cada wuno de los valores de concentracién determinados
espectrofotométricamente escapa a la complejidad de este trabajo y es imposible de efectuar en
el marco del actual Aislamiento Social Preventivo y Obligatorio, se realizara un andlisis genérico
para identificar las principales fuentes de incertidumbre y determinar tentativamente los valores
finales de incertidumbre.

En una medicién espectrofotométrica existen fuentes de error que son propias del
instrumento, que denominaremos intrinsecas, y fuentes que son propias del objeto bajo estudio,
gue llamaremos quimicas. Este tipo de mediciones puede ser considerada de alta exactitud dados
los avances en tecnologia y la incertidumbre combinada debido a fuentes intrinsecas puede llegar
a ser menor al 1% [57].

Otra de las fuentes principales de incertidumbre del método radica en la dilucidon que se
debe realizar al deoxinivalenol y a la ocratoxina A para obtener concentraciones dentro del rango
de trabajo. A continuacion, se sintetiza en un esquema de espina de pescado todas las fuentes
de incertidumbre que han sido identificadas.

Espectrofotometro
Ruido Repetibilidad

e
AN

Deriva

Factor de correccién

Reproducibilidad
e

A

Longitud
de la cuba Exactitud Concentracion soluciones Incertldumbrg ,de
la concentracidn
Evaporacién solvente Temperatura Calibracién pipeta

Interferencias Coeficiente de

Calibracion matraz
—_—>

quimicas extincién molar
Temgeratuia
Solucién incégnita Dilucion

Figura 3. Espina de pescado con las principales fuentes de incertidumbre del método

Se han identificado tres fuentes principales de las llamadas quimicas, ya que otras como
la adsorcion del analito a la cuba o la degradacion del analito se consideran despreciables. En ese
sentido, se rescatan la evaporacién del solvente de disolucion que trae aparejado un aumento
de la concentracién del analito durante de la medicidn, la variacidon de temperatura que influye
en el volumen de solvente y las interferencias quimicas que por la baja especificidad de la técnica
no pueden ser identificadas. Las principales interferencias presentes son los productos de
degradacidn de las micotoxinas, por ejemplo, los isdmeros de degradacién.
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Dentro de las fuentes de incertidumbre intrinsecas se encuentran la exactitud, la deriva,
el ruido y la reproducibilidad que aportan casi despreciablemente (excepto la exactitud) a la
incertidumbre final de la medicidn. La incertidumbre de la longitud de la cuba toma relevancia
porque la absorbancia es funcidn del trayecto recorrido por el haz de luz, sin embargo, este dato
se desconoce. Por ultimo, dentro de las fuentes asociadas al equipo encontramos la
incertidumbre del factor de correccion. El mismo es calculado para disminuir el error sistematico
de la medicién y poder eliminar ciertas fuentes de incertidumbre, pero al ser un valor
experimental tiene asociado su propia incertidumbre. A grandes rasgos sus principales fuentes
son la repetibilidad y la concentracién de las soluciones. A continuacién, se calculan las
incertidumbres de los factores intrinsecos segun los datos del fabricante asignandole
distribuciones rectangulares ya que no se cuenta con informacion sobre sus procedimientos de
calculo [58]:

)

0,05
u(exac) = — = 0,02887

V3
( d) 001 0,000577
u(reprod) = = 0,
P V3
(deriva) 001 0,000577
u(deriva) = = 0,
V3
_ 0,0001
u(ruido) = = 0,0000577
V3

El coeficiente de extincidn molar de la ocratoxina A publicado en bibliografia no tiene una
incertidumbre asociada, como si estd presente para varias otras micotoxinas. A partir de los
valores de incertidumbre relativa de los coeficientes de extincién molar de 7 micotoxinas
encontrados en distintos trabajos [59] [60] [61] se ha obtenido un promedio de incertidumbre
porcentual de 2,5 %, por lo tanto, con este valor se estima la incertidumbre del coeficiente de
extincidon molar de (5440 + 136) | mol* cm™. Cabe destacar que dicho valor es una estimacién no
muy exacta, sin embargo, es mejor que ignorar la incertidumbre que presenta el coeficiente. La
incertidumbre estandar absoluta se obtiene de dividir por raiz de 3 ya que el dato posee una
distribucién rectangular.

bs(coef ext) 136 78,52
uaons\coej ext) = —( =
\/§ )

Para poder combinarla con el resto de las incertidumbres estandar, se debe obtener la
incertidumbre estandar relativa:

78,52
u(coef ext) = T440 = 0,01443
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La dilucion de las micotoxinas para obtener una concentracién dentro del rango de
trabajo del método es una fuente importante de incertidumbre. A modo de ejemplo se utilizaran
valores genéricos para estimar un valor de la incertidumbre de dilucién. En este caso se debe
considerar la temperatura ambiente que tendra influencia en el volumen de solvente medido y
las calibraciones de los materiales volumétricos utilizados. Para el caso de la ocratoxina A
0,0885 ml (v2) de solucion se llevan a 5 ml (v1) de acetonitrilo utilizando una pipeta automatica
de 0,250 ml y un matraz de 5 ml. Se considera que el laboratorio se mantuvo a una temperatura
de (20 % 2) °C por lo que la densidad del acetonitrilo es de 0,7857 g/cm3 (T = 20 °C) y tiene un
coeficiente de expansion de 1370 x 106 °C2. Se considera que la expansidn volumétrica tiene una
distribucién rectangular por lo que corresponde dividirla por raiz de 3. Por otro lado, de los
certificados de calibracion de una pipeta automadtica de 0,250 ml y un matraz de 5 ml se obtienen
los datos de repetibilidad, calculada como el desvio estandar de 10 mediciones en los voliumenes
nominales de 0,075 ml y 5 ml respectivamente.

La ecuacion para el cdlculo de la incertidumbre estandar combinada relativa de dilucidn

) u(vl) 2 u(v2) 2 u(call) 2 u(cal?) 2
u(dil) = j( vl ) +( v2 ) +( call ) +( cal? )
Donde u(v1) corresponde a la incertidumbre de la expansién volumétrica de 5 ml de
acetonitrilo:

es:

V3
u(vl) = 0,00791 ml

2°C x 1370 x 107 —°¢
u(vl) =5mlx

De igual manera se calcula u(v2) = 1,34 x 10 ml.

Por otro lado, las incertidumbres de asociadas a las calibraciones del material volumétrico
son:

0,009424 ml
V10
u(call) = 0,00289 ml

u(call) =

De igual manera se calcula u(cal2) = 2,08 x 10*ml.

Por ultimo, para calcular la incertidumbre estandar combinada absoluta se usa:
) u(vl) 2 u(v2) 2 u(call) 2 u(cal?) 2
w(dil) = \j( vl ) +( v2 ) +( call ) +( cal2 )

, 0,00791ml\?> [1,34x10~*ml\° /0,00289ml\> [2,08x10~*ml\’
u(dil) = (—) b= +<—) +

5ml 0,085ml 5ml 0,075ml
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u(dil) = 0,003639

Finalmente es necesario combinar las incertidumbres estandar relativas analizadas hasta
el momento para obtener la incertidumbre estandar relativa combinada del método.

u = \Ju (exact)? + u (reprod)? + u (deriva)? + u (ruido)? + u (coef ext)? + u (dil)?

u = 1/0,028872 + 0,0005772 + 0,0005772 + 0,00005772 + 0,014432 + 0,0036392
u = 0,03249

Para calcular la incertidumbre relativa expandida se toma un factor de cobertura k = 2
para obtener un intervalo de confianza del 95%.

U= u.k
U= 0,03249 .2
U= 0,06498 = 6,5 %

Las principales fuentes de incertidumbre son la exactitud propia del equipo y el
coeficiente de extincidon molar, y un orden menor la incertidumbre de dilucién. A continuacion,
se analiza el caso de las micotoxinas que no son diluidas, todo el resto de las fuentes se mantienen
constantes. Se toma de ejemplo la aflatoxina B1 que tiene un coeficiente de extincién molar de
(20721 + 819,35) | molt cm™ determinado a partir de 12 datos de un estudio interlaboratorio.

u abs(coef ext) = 81935 _ 236,5
V12
u(coef ext) = ﬂ = 0,01141
20721

La ecuacion de incertidumbre estandar relativa combinada es:

u = Ju (exact)? + u (reprod)? + u (deriva)? + u (ruido)? + u (coef ext)?

u= \/0,028872 + 0,0005772% + 0,0005772 + 0,00005772 + 0,011412
u = 0,03105

Con un factor de cobertura de k = 2 para un intervalo de confianza del 95 % se obtiene la
incertidumbre expandida U = 0,06210, o0 6,2 %. Este valor es levemente menor que el calculado
para los métodos que incluyen dilucion (6,5 %), esto es debido a que esta fuente es un orden
menor que la exactitud y el coeficiente por lo que su eliminacidn no tiene un impacto significativo
en la incertidumbre relativa expandida.

COMPARACION DE RESULTADOS

El principal interrogante respecto al control espectrofotométrico de las Soluciones Stock
radica en las conclusiones que pueden ser inferidas a partir de los datos. De modo general se
busca chequear si la estabilidad de las soluciones se ha mantenido en el tiempo, es decir, si ha
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cambiado la concentracién. En tal sentido, una vez obtenido el dato nuevo se debe comparar con
alguna otra concentracion anterior a fin de determinar si hubo variacion y su magnitud.

Distintos autores han utilizado las directivas del Manual de la Garantia de la Calidad
Analitica del Ministerio de Agricultura, Pesca y Abastecimiento de Brasil donde se establece que
una variacion del 3% de la concentracion de micotoxina en solucion respecto a la ultima medicién
en un valor aceptable [62]. Mientras que en un estudio el tiempo de almacenamiento prolongado
ha sido establecido en 14 meses [63], en otros no se especifica cual es el periodo de analisis [64].
En principio, este valor es considerado como muy permisivo, ya que una variacion interanual del
3 % en la concentracién de las Soluciones Stock no es viable para sostener un método analitico
acreditado donde dichas soluciones han sido utilizadas durante afos obteniéndose resultados
satisfactorios en estudios interlaboratorios. De todas formas, es una referencia valida sobre la
gue pueden ser analizados los resultados de este trabajo.

El valor de referencia 6ptimo para comparar las mediciones espectrofotométricas es la
concentracion inicial con su incertidumbre asociada, es decir, la concentracién obtenida de
disolver una masa dada con un volumen de solvente. Sin embargo, no es posible conocer este
valor ya que no se tienen los datos para poder calcularlo. Para conocer la concentracion lo mas
exactamente posible se necesita la masa real de micotoxina que fue disuelta, no solo el valor
nominal con el que es comercializado. Por otro lado, las principales fuentes de error para calcular
la incertidumbre de dicha concentracién son la incertidumbre de la balanza con que fue pesada
la masa, la incertidumbre del material volumétrico con el que se midié el volumen de solvente y
la pureza de la micotoxina [65].

En conclusion, se analizan los datos histéricos obtenidos de las mediciones
espectrofotométricas con las incertidumbres calculadas para evaluar la presencia de tendencias
y comparando la variacion porcentual entre el primer y el Ultimo dato obtenido.

ANALISIS DE RESULTADOS HISTORICOS

La practica de cuantificar las Soluciones Stock mediante espectrofotometria en el
Departamento de Andlisis Instrumental es un proceso que se encuentra en distintas etapas de
desarrollo para cada micotoxina. Las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 han sido analizadas desde el
2007 y la aflatoxina M1 desde el 2014, todas aproximadamente una vez al afio. Esta
cuantificacién ha sido utilizada para establecer un nuevo valor de concentracion de la solucién y
se ha utilizado este valor para recalcular los volumenes necesarios para la preparacion de las
Soluciones Intermedias y Soluciones Calibrantes.
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Figura 4. Concentraciones de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 cuantificadas espectrofotometricamente a través
de los afios. Incertidumbre de 6,2 % en todos los casos (k = 2).

Se observa que las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 mantuvieron concentraciones constantes
hasta el 2015 y a partir del 2016 hay un aumento en la concentracién de todas las soluciones.
Dado que las 4 soluciones son independientes pero son utilizadas en conjunto para la preparacion
de Soluciones Stock atraviesan los mismos procesos de descongelacidon y congelacion vy
manipulacién en general. Por lo tanto, es esperable que sus concentraciones se comporten de
maneras similares. La diferencia entre los primeros valores medidos y los Ultimos se encuentran
en un rango entre 11 % y 22 %. Estos valores superan ampliamente el 3 % establecido en
bibliografia como un maximo de variacion permitido. Cabe destacar que el método de
cuantificacién de aflatoxinas por HPLC para el que se usan estas soluciones se encuentra
acreditado bajo la norma ISO/IEC 17025, siendo el resultado satisfactorio en un ensayo
interlaboratorio de un proveedor calificado uno de los requisitos a cumplir. Evidentemente la
practica de ajustar la preparacion de las Soluciones Calibrantes a los resultados
espectrofotométricos obtenidos haya sido efectiva y haya compensado los desvios aqui
presentados.

La Solucién Stock de aflatoxina M1 también cuenta con varias mediciones en su historia.
Se pueden observar variaciones significativas en la concentracién pero sin una tendencia clara,
siendo la diferencia entre el primer y el ultimo valor de 7,6 %.
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Figura 5. Concentraciones de aflatoxinas M1 cuantificada espectrofotometricamente a través de los afios.
Incertidumbre de 6,2 % (k = 2).

Por otro lado, la Solucién Stock de deoxinivalenol comenzé a ser medida a partir del afio
2019 cuando se encontrd el valor de coeficiente de extincién molar en el solvente de dilucién y
una dilucién adecuada para hacer la determinacion. La medicidn se ha hecho en cuatro

oportunidades para probar el método y corroborar la concentracion de la Solucidn Stock, pero
no se ha corregido el valor de concentracién.

Con respecto a la ocratoxina A, la Solucién Stock fue analizada en cinco oportunidades en
los meses de diciembre de 2018 y enero de 2019 dentro del marco de un estudio interlaboratorio.
Estos valores tampoco no han sido utilizados para tomar medidas correctivas.

Deoxinivalenol Ocratoxina A
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Figura 6. Concentraciones de deoxinivalenol y ocratoxina A cuantificadas espectrofotometricamente a
través de los afios. Incertidumbre de 6,5 % (k = 2).

Para estas dos micotoxinas las concentraciones no presentan variaciones significativas al
contemplar las incertidumbres. Estas mediciones se han realizado en un periodo de tiempo
mucho menor que las aflatoxinas, por lo tanto, las condiciones de analisis han sido muy similares
entre las distintas mediciones. Las diferencias entre la primer y la dltima medicién son de 1,5 %
para la ocratoxina Ay de 1,0 % para el deoxinivalenol.
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Finalmente, no es posible realizar el andlisis de las fumonisinas por espectrofotometria ya
gue estos compuestos carecen de cromdéforos que son los sitios de las moléculas que absorben
la luz y permiten este tipo de determinaciones.

PDCA: IMPLEMENTACION DE MEJORAS

Para desarrollar la presente seccion “Andlisis de Estabilidad” se han estudiado en
profundidad el método espectrofotométrico, su incertidumbre y los resultados histéricos
obtenidos para todas las micotoxinas en el que se aplica. Mas alla de las deducciones a las se ha
llegado hasta el momento, la principal conclusiéon a la que se arriba es la necesidad de
implementar mejoras en todo el proceso de cuantificacién de las Soluciones Stock a fin de poder
asegurar su estabilidad.

En el Departamento de Analisis Instrumental hasta el momento se han tratado los
métodos espectrofotométricos independientemente para cada micotoxina, ignorando Ia
similitud de estos y sin profundizar demasiado ya que son considerados métodos relativamente
sencillos. Sin embargo, se han encontrado oportunidades de mejora en distintos aspectos, tanto
en lo relativo a lo experimental, estadistico, documental, registros y recursos humanos. Se
propone un esquema de trabajo para la mejora continua basado en el ciclo PDCA con sus etapas
caracteristicas a fin de llevar adelante un proceso ordenado. En primer lugar, se deben planificar
los objetivos y las tareas que se llevaran a cabo para alcanzarlos. Luego se realiza la ejecucion de
dichos planes, seguido por evaluar y monitorear si los objetivos han sido alcanzados y en qué
medida para por ultimo confirmar y mantener los resultados positivos o evaluar la posibilidad de
realizar nuevos planes para corregir desvios que se hayan presentado. A continuacion, se resume
la primera etapa del plan de trabajo, plasmando los objetivos y tareas para las principales
oportunidades de mejora:

e Objetivo: estandarizar los procedimientos de medicién.
Tarea: redactar Instructivos de Trabajo e incorporarla al Sistema de Gestion de Calidad.

e Objetivo: homogenizar y estandarizar los procesos de cdlculo y registro de resultados.
Tarea: preparar hoja de calculo funcional para todas las micotoxinas e incorporarla al
Sistema de Gestion de Calidad.

e Objetivo: obtener pruebas objetivas y experimentales de que los métodos cumplen con
los requisitos para cumplir con el uso propuesto.
Tarea: validar los métodos.

e Objetivo: establecer la incertidumbre de los resultados para poder realizar
comparaciones.
Tarea: calcular las incertidumbres de los métodos.

e Objetivo: aplicar control estadistico de procesos para detectar desvios y tomar acciones
correctivas.
Tarea: preparar graficos de control y arbol de decisiones.

e Objetivo: contar con recursos humanos idéneos para realizar los métodos.
Tarea: capacitar al personal y registrar la habilitacién para realizar los métodos.
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CONCLUSIONES

La presencia de micotoxinas en materias primas y productos terminados es un problema
a nivel mundial que afecta tanto en lo sanitario como en lo econdmico. Los paises deben realizar
grandes inversiones para legislar y controlar los alimentos que comercializa y que consume su
poblacién. EI INTI, como organismo del Estado, brinda servicios de determinacién de micotoxinas
desde hace décadas y en los ultimos afios ha incrementado su participacion en proyectos para
desarrollar la metrologia en micotoxinas.

Los Materiales de Referencia Certificados son herramientas fundamentales para
establecer trazabilidad en cualquier determinacién fisico-quimica. Sin embargo, no se
encuentran disponibles para todas las micotoxinas y los existentes tienen un costo prohibitivo
para su uso en andlisis de rutina. El uso de Materiales de Referencia no certificados en
combinacidn de otras herramientas de calidad, como estudios interlaboratorios y MRC en matriz,
permiten alcanzar niveles de calidad de los resultados suficientes para los usos cotidianos
previstos. La verificacidn diaria de pardmetros como la temperatura de almacenamiento y el uso
de cartas de control para detectar desvios en las Soluciones Calibrantes preparadas a partir de
las Soluciones Stock resultan en un efectivo control.

Por mas que es ampliamente reconocido que las micotoxinas son moléculas muy estables
es necesario asegurar que la concentracién de Soluciones Stock no varie en el tiempo. Para ello
se pueden realizar mediciones espectrofotométricas y establecer un valor de concentracién con
una incertidumbre asociada. El proceso para estimar la incertidumbre para cada micotoxina es
complejo e intervienen fuentes de error propias del instrumento, del objeto en estudio y del
procedimiento analitico, entre otras. Del analisis realizado se desprende que las fuentes mas
significativas son la exactitud del equipo, el proceso de dilucidn de las soluciones y el coeficiente
de extinciéon molar. Se obtuvieron incertidumbres porcentuales expandidas (k = 2) de 6,5% y
6,2 % para los métodos que incluyen dilucion y los que no incluyen dilucidn respectivamente. Sin
embargo, es necesario profundizar el estudio de incertidumbres para realizar una caracterizacion
individual para cada analito, identificar otras fuentes no analizadas hasta el momento vy
finalmente, optimizar el método para minimizar la incertidumbre.

Una vez obtenidas las concentraciones con sus incertidumbres fue posible realizar una
evaluacioén de estabilidad de las Soluciones Stock a partir de los datos histéricos. Las aflatoxinas
B1, B2, G1 y G2 y la aflatoxina M1 presentaron variaciones significativas, las primeras con un
aumento de la concentracion en el tiempo, mientras que las segundas no presentaron una
tendencia clara. El deoxinivalenol y la ocratoxina A poseen pocas mediciones y fueron realizadas
todas en el ultimo tiempo, estas no presentan variaciones significativas. Sin embargo,
incertidumbres de la magnitud de las asignadas no permiten percibir variaciones sutiles, como
por ejemplo, el 3 % que la bibliografia indica que no deberian superar.

Finalmente, se planted la necesidad de implementar mejoras en distintos aspectos del
método bajo un formato de ciclo PDCA. Con el objetivo de optimizar los recursos disponibles y
estandarizar los procesos se definieron seis objetivos y las tareas para alcanzarlos y sdlo
cumpliéndolos serd posible evaluar eficientemente la estabilidad de las soluciones.
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