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as micotoxinas se en-

cuentran entre las sustancias de

mayor relevancia en la seguridad alimen-
taria. Sin embargo, su analisis presenta
algunos desafios para los laboratorios. La
deteccion de las micotoxinas es una tarea
con varias complicaciones y, por lo tanto,

muchas veces no se realizan los analisis del modo correcto.
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Las micotoxinas generalmente se encuen-

tran en bajas concentraciones y pueden estar pre-
sentes en diversos alimentos, incluidos cereales, nueces,
café y productos lacteos. Algunas matrices, como las es-
pecias, contienen sustancias interferentes que dificultan el
analisis. Los piensos para la alimentacion de los animales
también son dificiles de analizar porque su composicion
exacta no siempre es clara.
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Las micotoxinas pueden ser altamente téxicas incluso a bajas concentraciones. En consecuencia, la Union Europea ha establecido
valores limite que son muy estrictos en algunos casos.

Estos son los mayores desafios en el
analisis de micotoxinas, y como domi-
narlos a todos.

La matriz alimenticia es
compleja

Las complejas matrices en las que se
realizan analisis de micotoxinas son
un desafio importante para los labora-
torios. La multiplicidad de alimentos
obliga al desarrollo de metodologias
de aislamiento y purificacion de las
toxinas previo a su analisis.

La muestra no es representativa

Otra dificultad es que las micotoxinas
se distribuyen de manera desigual en
los alimentos. En los llamados “bolsi-
llos de micotoxinas”, la concentracion
puede ser muy alta, mientras que el

resto del lote puede no verse afectado.
El muestreo representativo es por lo
tanto esencial, y un tamafio de muestra
mas grande siempre es mas significati-
vo que un tamailo de muestra mas pe-
quefio. En productos con un gran tama-
flo de particula, como higos o nueces,
los hongos se distribuyen de manera
particularmente heterogénea. En con-
secuencia, las cantidades de muestra
deben ser mayores que las de los pro-
ductos con un tamafio de particula mas
pequeio, de acuerdo con el Reglamen-
to (CE) N°401/2006.

La preparacion de la muestra
no se realiza correctamente

Antes de cada analisis, la muestra
debe prepararse adecuadamente. De-
pendiendo de la prueba y la matriz en
particular, puede ser necesario un pro-
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cedimiento diferente; éste debe encon-
trarse en las indicaciones de uso del kit
de prueba correspondiente. Para ma-
trices complejas, tales como especias,
una preparacion de muestra que com-
prende homogeneizacion y extraccion
no es suficiente, tales muestras requie-
ren una limpieza previa utilizando, por
ejemplo, columnas de inmunoafinidad.

El clean up de una muestra consiste en
la extraccion de la toxina y la elimina-
cion de los contaminantes de la matriz.
La extraccion se realiza generalmente
con un solvente que es apropiado para
la dupla matriz-analito. Generalmente
para matrices simples, la extraccion
con solventes es suficiente para el ana-
lisis posterior. Para matrices mas com-
plejas es necesario purificar la muestra
con columnas de fase solida o de inmu-
noafinidad.



Las Columnas de Fase Soélida (SPE)
estan formuladas y disefiadas para pro-
porcionar una purificacion optima del
extracto de muestra antes del andlisis
de micotoxinas por ELISA o croma-
tografia. Generalmente presentan for-
matos de purificacion de un paso, son
faciles de utilizar y permiten purificar
rapidamente incluso las matrices mas
complejas. Tienen una vida util prolon-
gada y no necesitan ser almacenadas
en refrigeracion.

Las Columnas de Inmunoafinidad
(IAC) consisten de una suspension
de gel con anticuerpos monoclona-
les especificos para la micotoxina en
cuestion. El uso de anticuerpos mo-
noclonales hace que las columnas de
inmunoafinidad sean altamente espe-
cificas para la toxina blanco y ofrecen
una sensibilidad aumentada, debido a
la posibilidad de concentrar la toxina
en cuestion.

Es importante la utilizaciéon de colum-
nas SPE y IAC desarrolladas, elabo-
radas y despachadas bajo normas de
calidad — ISO 001 /ISO 3485 — que
garantizan productos de calidad con-
sistente que siempre cumplan con los
criterios de funcionalidad.

La concentracion esta por
debajo del limite de deteccion

Las micotoxinas pueden ser altamente
toxicas incluso a bajas concentracio-
nes. En consecuencia, la Union Euro-
pea ha establecido valores limite que
son muy estrictos en algunos casos,

por ejemplo, para la Aflatoxina Bl en
especias, solo 5 pg/kg. Para detectar
concentraciones tan bajas, el método
de analisis debe ser muy sensible y
preciso. Con sus bajos limites de de-
teccion, hay pruebas ELISA, asi como
pruebas cuantitativas de flujo lateral
que permiten la deteccidon de contami-
naciones muy bajas: la Aflatoxina M1
en la leche ya puede detectar un rango
que comienza en 5 ng/l (ppt).

Pueden estar presentes
maltiples micotoxinas

Una dificultad adicional es el hecho de
que existe una gran cantidad de mico-
toxinas diferentes. Actualmente se co-
nocen mas de 300 tipos de toxinas fin-
gicas, de las cuales, sin embargo, solo
algunas estan reguladas por ley. Varios
tipos de micotoxinas pueden aparecer
simultaneamente; no es raro encontrar
diferentes tricotecenos en un produc-
to. En Europa, por ejemplo, este afio,
se detectaron niveles significativos de
toxina T-2 / HT-2 ademas del DON
en algunas regiones. Otros productos
pueden contener ocratoxina junto con
Aflatoxina. Por lo tanto, a veces no es
suficiente analizar alimentos para una
Unica micotoxina.

Las micotoxinas
enmascaradas no se detectan

En los ultimos anos, se ha hablado mu-
cho sobre las llamadas “micotoxinas
enmascaradas”. Este término, también
denominado micotoxinas asociadas a
la matriz o modificadas, describe me-
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Los Materiales de Referencia para micotoxinas consisten basicamente en una matriz contaminada con la o las micotoxinas de interés,

Lo

por ejemplo muestras de maiz o trigo contaminadas con una concentracién de micotoxina claramente definida.

tabolitos o intermediarios metabdlicos
de micotoxinas. Estos compuestos se
originan en la planta, durante el desa-
rrollo fingico. A menudo ocurren en
las toxinas de Fusarium y se cree que
son tan toxicos como la toxina origi-
nal. Como su estructura quimica esta
alterada, el analisis es mas complejo.
Los mejores métodos de analisis para
la deteccion de micotoxinas enmasca-
radas son, por ejemplo, las columnas
de inmunoafinidad.

Los analisis de micotoxinas no
se controlan correctamente

Uno de los componentes importantes
del aseguramiento de la calidad en el
analisis de alimentos para micotoxinas

es el uso de Materiales de Referen-
cia. Estos contribuyen a la obtencion
de resultados confiables. Cuando se
analizan alimentos y piensos para la
presencia de micotoxinas, es necesa-
rio el analisis de materiales con con-
centracion conocida para asegurar que
los resultados obtenidos son correctos,
con una alta precision y exactitud. Ac-
tualmente los laboratorios de andlisis
requieren certificaciones internaciona-
les para poder demostrar correcta fun-
cionalidad y confiabilidad. Uno de los
requisitos para dicha certificacion es el
uso de Materiales de Referencia.

Los Materiales de Referencia para mi-
cotoxinas consisten basicamente en
una matriz contaminada con la o las mi-
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cotoxinas de interés. Es muy importan-
te que las matrices sean naturalmente
contaminadas de modo que las toxinas
estén asociadas a la matriz de la misma
forma que lo estan en la muestra que
se va a analizar. Estos Materiales estan
caracterizados en cuanto a su compo-
sicion, y tienen descripta la concentra-
cioén de micotoxina en cuestion con su
intervalo de confianza. Este valor es
el que sirve como valor comparativo
para evaluar el resultado del analisis.
Hay varios Materiales de Referencia,
por ejemplo muestras de maiz o trigo
contaminadas con una concentracion
de micotoxina claramente definida.

Los materiales de referencia desem-
pefian un papel esencial para muchas



tareas en el laboratorio. En particular,
estas incluyen:

 Calibracion de instrumentos.

¢ Validacion de métodos.

* Entrenamiento de empleados.

* Pruebas de rendimiento/competencia.

* Control de procesos y garantia de ca-
lidad en la rutina diaria de laboratorio.

La calidad de los materiales de refe-
rencia es critica para la precision y la
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comparacion con los resultados obteni-
dos del analisis. Deben ser lo suficien-
temente homogéneos y trazables. Hay
otro tipo de materiales de referencia,
los Materiales de Referencia Certi-
ficados (CRM), que son producidos
por instituciones acreditadas y estan
sujetos a pruebas estrictas. Los Mate-
riales de Referencia Certificados gene-
ralmente contienen un certificado con
informacion sobre métodos validados,
incertidumbre de medicion y trazabili-
dad. De acuerdo con ISO /IEC 17025,
los laboratorios acreditados estan obli-
gados a utilizar Materiales de Referen-
cia Certificados.

INDUALIMENTOS ' junio 2018

100

El Material de Referencia y el Material
de Referencia Certificado para el anali-
sis de micotoxinas estan disponibles en
el mercado. La gama incluye una se-
rie de materiales para los mas diversos
requisitos en el analisis de micotoxi-
nas. Las muestras de cereales como el
maiz, el trigo, la cebada, el mijo y el
arroz estan disponibles asi como ma-
trices mas complejas, como alimentos
balanceados para animales, todas estan
contaminadas con una o mas micotoxi-
nas en diferentes concentraciones. [
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