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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo fue obtener informacion sobre la persistencia y
/ o transformacion de tricotecenos durante algunas etapas de procesamiento
del trigo para contribuir a la estimacién de la exposicién como consecuencia de
la ingesta de alimentos elaborados con trigo potencialmente contaminados por
tricotecenos en la Argentina. Las tendencias identificadas en los métodos
analiticos para la determinacion de tricotecenos, durante los afios 1990-2000
en diferentes partes del mundo, muestran que la cromatografia gaseosa con
detector de captura de electrones o la cromatografia en capa delgada para
deoxinivalenol (DON) son las mas adecuadas. A través de los estudios de
variabilidad, se determinaron por primera vez en el ambito mundial las
funciones de distribucién que representan la contaminacién por DON del
afrechillo, harina de trigo y gluten. Los resultados adquieren gran relevancia
para el trigo, ya que la funcién de distribucion encontrada representa los datos
de contaminacion por DON en el trigo argentino. Otro aspecto relevante, es que
estos resultados facilitan la discusion de estrategias para reducir la variabilidad
asociada a la determinacion de DON en trigo, afrechillo, harina de trigo y gluten
y posibilitan el desarrollo de adecuados planes de muestreo. El DON se
distribuye durante la molienda entre las diversas fracciones, en tanto que en la
produccion de gluten y aimidén se observa und reduccion, que se supone es la
consecuencia de la extraccion de la toxina por las aguas de lavado. Este es el
primer estudio que cuantifica la retencién de DON en gluten, demostrando que
el DON no es detectado en el almidén. )

El desarrollo de programas de control en micotoxinas implica disponer de datos
precisos y exactos sobre la concentracién de las mismas. La variabilidad en la
determinacion debida a la falta de homogeneidad de la distribucion de la
contaminacién esta relacionada con la matriz analizada y difiere para cada
micotoxina. La varianza total del método se subdividié en varianza debida al
muestreo, a la preparacién de la muestra y al método analitico. Se
determinaron por primera vez las funciones de distribucién que representan la
contaminacién por DON del afrechillo, harina de trigo y gluten y la funcion de
distribucién de la contaminacién en trigo. Basado en estos resultados pueden



discutirse estrategias para reducir la variabilidad asociada a la determinacion
de DON en estas matrices, considerando la relacion costo-beneficio para
decidir aumentar la cantidad o tamario de las muestras analizadas.

Durante la fritura de masa de empanadas se observé una reduccion de la
contaminacién por DON y de los resultados obtenidos se concluye que es
conveniente freir las tapas de empanadas a la menor de las temperaturas
ensayadas para obtener una disminucién mayor en la contaminacion de DON.
El conocimiento de la reduccién de la contaminacién por DON en este
proceso, en conjunto con el conocimiento de la contaminacién de la harina y el
consumo de empanadas por la poblacién, permitira estimar la contribucion que
este consumo tiene en la ingesta tolerable diaria de esta micotoxina y aportar
datos para la evaluacién de la exposicion de la poblacién a la ingesta de DON.



SUMMARY

“Persistence and / or transformation of trichothecenes along some

processing stages of wheat”

The goal to present work was to get information upon the persistence and / or
transformation of trichothecenes along some processing stages of wheat to
contribute to exposure estimation, as a consequence to food intake of
potentially contaminated wheat with trichochene in Argentina. Identified trends
in analytical methods to trichothecenes determination, during 1990-2000 in
different countries around the world, show that gas cromatography with electron
capture detection, or thin layer cromatography for deoxynivalenol (DON) are
more adequate. Through variability studies, for the first time in the world,
distribution functions were determined, that represent DON contamination in
bran, wheat flour and gluten. Results achieve great relevance for wheat, as
found distribution function are representative to data of DON contamination for
wheat in Argentina. Another relevant aspect, it is that these results simplify
strategy discussion to reduce variability associated to DON determination in
wheat, bran, wheat flour and gluten, so making possible development of
adequate sampling plans. The DON distributes during milling among different
fractions, while a reduction is observed as a cohsequence of toxin extraction by
washing waters, during gluten and starch production. This is the first study to
quantify DON retention in gluten, while DON is not detected in starch

Programs development to mycotoxins control, suppose precise and accurate
data on their concentrations. Variability in the determination ought to lack on
homogeneity on contamination distribution, is related to analyzed matrix and it
is different for each mycotoxin. Total variance of method was subdivided in
variance due to sampling, sampling preparation and analytical method. For the
first time distribution functions were determined, which represent bran, wheat
flour and gluten contamination by DON and distribution function of wheat
contamination. Based upon those results, strategies can be discussed to
provide reduction on variability associated to DON determination in those



matrixes, considering cost benefit ratios, to establish increase quantity or size of
analyzed samples.

Along the frying of the empanadas dough, a reduction on contamination by
DON was observed, and from obtained results conclusion is convenience to fry
empanadas dough to the lower temperature tested to obtain a larger reduction
in contamination by DON. Knowledge about contamination by DON reduction in
this process, together with knowledge in wheat contamination and empanadas
consumption by population, will allow estimating contribution of this
consumption in the tolerable daily feeding of this mycotoxin, and to supply with
data to evaluate population exposure to intake of DON.
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I. INTRODUCCION

Las micotoxinas son sustancias producidas como metabolitos secundarios de hongos
toxicogénicos, bajo condiciones ambientales favorables. Se han aislado e identificado un
gran numero de micotoxinas (mas de 500), de muy variada estructura quimica y accion
téxica.

Son susceptibles a la contaminaciéon por micotoxinas todos aquellos productos donde sea
posible el desarrollo fungico, pudiendo encontrarse en materias primas, desde la produccion
primaria hasta el alimento listo para consumir.

La principal fuente de micotoxinas en la dieta la constituyen los cereales, fundamentalmente
maiz, trigo, cebada, centeno, avena y arroz.

La contaminacién por micotoxinas acarrea consecuencias deletéreas para la salud e
indeseables para la comercializacién. El primer aspecto se basa en la toxicidad que estas
sustancias presentan para el hombre. El segundo aspecto esta relacionado con la
disminucién de la disponibilidad de alimentos, tanto de origen vegetal como animal, debido a
la morbi-mortalidad de estos ultimos. Por afadidura, la contaminacion de productos
agricolas, no solo disminuyen la calidad de los mismos, sino que comprometen los
intercambios comerciales.

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAQO) estima
que por lo menos un 25% de los cultivos, en el mundo entero, estdn contaminados por
micotoxinas. La contaminacion por micotoxinas de alimentos en general y productos
agricolas en especial, continta afectando seriamente la disponibilidad y la inocuidad de los
alimentos a nivel mundial.

Es imprescindible tener en cuenta que las micotoxinas son contaminantes naturales, por lo
que es inevitable e imprevisible su presencia en mat;arias primas y alimentos. Esto implica
una gran dificultad para el manejo de los alimentos contaminados, ya que la destruccion o su
utilizacion en otros fines, no siempre es factible.

Por lo tanto, la presencia de micotoxinas en los alimentos es un riesgo para la salud, siempre
y cuando estos sean ingeridos. Este dato es fundamental, ya que la unica via de exposicion
conocida hasta el momento para la intoxicacidon por micotoxinas es la ingesta de alimentos
contaminados por las mismas.
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Teniendo en cuenta que por ahora es imposible evitar su aparicién, se han elaborado
diversas estrategias para minimizar los efectos perjudiciales de la presencia de micotoxinas
en materias primas y alimentos elaborados.

Una primera estrategia estd basada en los factores que posibilitan la contaminacién por
micotoxinas. Se sabe que esta contaminacion se produce como resultado de las condiciones
ambientales en el campo o de operaciones inadecuadas de recoleccién, almacenamiento y
elaboracion. Esto significa que las practicas de labranza, la rotacién de cultivos, el control de
malezas, la lluvia en la temporada tardia, el viento y los vectores de plagas son factores que
influyen en la cantidad y origen del indculo fangico que mantiene el ciclo de la enfermedad de
los cereales.

Esta primera estrategia se llevaria a cabo durante el cultivo y la cosecha, mediante el
desarrollo y utilizacion semillas resistentes sobre la base de modificaciones genéticas. Asi
mismo puede resultar util el control mediante el empleo de agentes no toxigénicos y
competitivos biolégicamente.

Otra posibilidad es la prevencién durante la etapa post cosecha, en la que el manejo durante
el almacenamiento (por ejemplo la limitacion de la infestacién por insectos y del nivel de
humedad de los productos almacenados) puede evitar o disminuir la contaminacion por
micotoxinas.

La decontaminacion de lotes a través de procesos fisico-quimicos y/o biologicos, puede
modificar el contenido de micotoxinas, 0 al menos disminuir sus efectos téxicos.

Por uitimo, todos los procesos a que son sometidas las materias primas, con el objeto de
elaborar diferentes alimentos, son capaces de disminuir la contaminacién en el alimento
terminado. Este es un aspecto muy promisorio, ya que, el conocimiento de las variables
operacionales de los procesos permitiran llevar a cabo aquellas modificaciones que
posibiliten minimizar la contaminacion.

La estrategia preferida para controlar la contaminacién por micotoxinas es un enfoque
polifacético integrado, que implica el conocimiento de lo mencionado en los parrafos
anteriores.

Actualmente la evaluacion de riesgo a la exposicién por micotoxinas ha sido adoptada como
la estrategia que abarca todas las facetas de la contaminacién por estas sustancias.
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La primera etapa para la estimacion a la exposiciéon es el conocimiento de la ocurrencia de la
contaminacion en los alimentos de consumo masivo. Por esa razén, el presente trabajo se
inicia con la descripcién de la contaminacién natural por tricotecenos.

.1 La Contaminacion Natural por Tricotecenos

Entre las micotoxinas, se decidié estudiar tricotecenos, por varias razones:
— son contaminantes muy frecuentes en esta regién del mundo (Tabla 1.1),
- existen estudios sobre las modificaciones de la contaminacion debido a las variables
operacionales aplicadas en algunos procesos de elaboracién de alimentos y (Neira y
col., 1997; Pacin y col., 1997; Samar y col., 2000)
- los cereales son consumidos en cantidad considerable por la poblacién de nuestro
pais (Gallo y col., 1992; Pacin y col., 1999).
Se analizaron aquellos trabajos de la década de 1990-2000 sobre ocurrencia natural de
tricotecenos que indicaran que las muestras fueran tomadas al azar o que describieran el
procedimiento de muestreo.
Se tuvo en cuenta este criterio de seleccion, ya que para garantizar que se tomen muestras
representativas de alimentos a fines de analisis, es importante seguir las normas
establecidas en los planes de toma de muestras y existen muy pocos trabajos que
mencionan los planes de muestreo.
Se tuvieron en cuenta, también, para la inclusién de datos de ocurrencia natural los métodos
analiticos utilizados; lo mas adecuado hubiera sido incluir s6lo métodos de analisis validados
(es decir, aquellos cuyas caracteristicas de éﬂcacia~se han determinado de acuerdo con
ensayos colaborativos entre laboratorios y que ahora son generalmente aceptados como
indispensables a efectos de control y reglamentacién). Sin embargo, en el caso de
tricotecenos es dificil encontrar métodos validados y éste no fue un factor de seleccién en los
datos sobre ocurrencia natural incluidos en esta Seccion.
Los datos sobre la ocurrencia natural de DON se resumen en la Tabla |.1 Se incluy6 en esta

revisién trabajos que cumplieron con los criterios mencionados. Los datos de ocurrencia
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fueron analizados caso por caso y los detalles acerca de los procedimientos seguidos con ias
muestras estan incluidos en una columna en la misma Tabla 1.1 o en la Tabla 1.2.

Las referencias de los trabajos de la Tabla I.1. incluyen la referencia primaria (P), la
referencia sobre muestreo (S) y las referencias analiticas (A) dadas por los autores.

Los valores de media han sido recalculados en los casos donde se habia informado como
media de muestras positivas y cuando los valores no detectados se computaron como la
mitad del limite de deteccion. Por lo tanto el valor medio en las tablas indica la media de
todas las muestras, tomando los valores indicados como debajo del limite de deteccién igual
a cero con pocas excepciones citadas en la Tabla I.1.

En estudios llevados a cabo para la década de 1980-1990 se pudo comprobar que la
ocurrencia de DON era frecuente, particularmente en trigo y maiz y a niveles usualmente por
debajo de 1000 pg/kg (EHC 105, 1990). Este valor fue incluido en la tabla 1.1 para facilitar la
visualizacion de la contaminacion de la década 1990-2000. Ademas, fue incluido un nivel de
100 pg/kg para comparar DON con los otros tricotecenos estudiados en el presente trabajo,
que fueron las toxinas T-2 y HT-2.

Algunos estudios interesantes no fueron incluidos en la Tabla |.1 ya que no se podrian usar
para estimar la ingesta de esta toxina. Estos trabajos incluyen reportes de ocurrencia de la
toxina en areas con epidemia, estimacion de la variacién de la contaminacion por DON en
diferentes lotes, estudios de variaciéon genética, muestras de granos con sintomas de ataque
fungico y comparaciones de la presencia de DON en granos sanos y mohosos en diferentes
partes de la planta. En otros casos, los resultados presentados no fueron incluidos por
insuficientes como es el caso del DON expresadb como el total de tricotecenos tipo B,
después de la hidroélisis (Chelkowski y col., 2000, no publicado; Chu y Gy, 1994; Freese y
col., 2000; Li y col., 1999, Luo y col., 1992; Menna y col., 1997; Okoye, 1993; Perkowski y
col., 1990 y 1997; Perkowski, 1999; Sohn y col., 1959; Trigo-Stockli y col., 1995, Wetter y
col., 1999).

Entre los trabajos analizados, se encontraron porotos contaminados por tricotecenos (DON,
DAS y T-2) pero como las muestras no fueron recogidas al azar, no fueron incluidas en la
Tabla 1.1 sin embargo, es conveniente destacar que las cantidades de toxinas detectadas
fueron sustanciales y por lo tanto, seria interesante estudiar la ocurrencia natural por
tricotecenos en otras legumbres para establecer si existe contaminaciéon (Tseng y col., 1995).
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También se detecté DON, en granos decolorados y dafiados de porotos de soja y en
algunos productos a base de soja producidos en una planta piloto; en estos casos las
concentraciones variaron de no detectable a 490 pg/kg en granos enteros, de menos de
Hg/kg a 420 pg/kg en cuticula o cascara, de menos de 5 pg/kg a 600 pg/kg en harinas y
desde no detectable a 30 pg/kg en aceite no refinado (Jacobsen y col., 1995). En la Tabla
I.1 se incluyen solamente cinco muestras con contaminacion de DON no detectable.

Un estudio llevado a cabo en Inglaterra, en muestras de comidas étnicas demostré la
contaminacion por DON en niveles similares a los hallados en el trigo de ese mismo pais
(Patel y col., 1996).

Como se indica en Tabla 1.1, DON fue hallado como contaminante frecuente de granos de
cereales tales como trigo (11.444 muestras, 57,4% contaminadas), maiz (5.349 muestras,
40,5% contaminadas), avena (834 muestras, 67,8% contaminadas), cebada (1.662
muestras, 59,3% contaminadas), centeno (295 muestras, 49,2% contaminadas) y arroz
(154 muestras, 26,6% contaminadas). También se ha detectado DON en algunos
alimentos elaborados con trigo y maiz, tales como harina de trigo, pan, cereales para
desayuno, fideos, comidas para bebés y nifios y panqueques cocidos; asi como en
productos elaborados con cebada como la cerveza. Diversos trabajos realizados
detectaron que un 50% en 321 muestras de cerveza estaban contaminadas por DON
(Molté y col., 2000, Niessen y col., 1993; Scott y col., 1993).

Estudios llevados a cabo en Alemania e italia, detectaron que la contaminaciéon por DON
fue hallada no s6lo en la produccion convencional sino también en la produccion organica
de cereales. (Tabla I.1)

A pesar que la Tabla 1.1 incluye 23.380 muestras en donde se estudio la contaminacion
por DON, continuan faltando algunos productos y varias regiones o paises del mundo.
(JECFA, 2001). .

El tricoteceno mas estudiado es el DON seguido por las toxinas T-2 y HT-2.

Con respecto a los estudios sobre T-2 y HT-2 revelaron su presencia en granos tales
como trigo, maiz, avena, cebada, arroz, porotos y soja, asi como en algunos productos
preparados con estos cereales.

Existen reportes ocasionales sobre la contaminacion por estas toxinas en alimentos
destinados a consumo humano. Pan, cereales para desayuno u otras comidas a base de
cereales fueron encontrados contaminados por T-2 y alimentos para bebeés y nifios, pan
fideos y comidas a base de cereales contaminados por HT-2 (Patel y col., 1996;
Scholenberger y col., 1999, 2000b,c).
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Los datos referidos a las toxinas T-2 y HT-2 se presentan en las Tabla 1.3 y Tabla 1.4
respectivamente. Tal como fuera descripto para DON, en este caso tampoco fueron
incluidos estudios donde no habia informacion acerca del muestreo o de la metodologia
analitica.

Se recalcularon también los valores medios en los casos donde se informaron media de
muestras positivas o con los valores no detectados como la mitad del limite de deteccién.
Por lo tanto, los valores medios en las Tablas 1.3 y 1.4 indican la media de todas las

muestras, considerando los que estaban debajo del limite de deteccién igual a cero.
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Estudios en muestras de porotos de soja presentaron niveles de contaminacion entre no
detectable a 1070 pg/kg (Jacobsen y col., 1995); sin embargo no fueron incluidas en las
Tablas porque pertenecian a una muestra sesgada y no al azar.

En el documento EHC 105 (1990) se presentaron datos sobre 999 muestras de T-2 y
ocacionalemente se hallaron valores superiores a 100 pg/kg; por esta razén se eligié ese
nivel para observar el comportamiento de las toxinas T-2 y HT-2 entre décadas. En este
documento, en que se analizaron un total de 8918 muestras, el 63,8% fue para determinar
contaminacion por T-2 y el 36,2% para determinar TH-2, y so6lo unas pocas muestras
contenian T-2 (77 muestras) y HT-2 (37 muestras) en niveles superiores a 100 ug/kg.

Niveles altos de toxinas se encontraron en pocas ocasiones, por ejemplo en Asia (Chen y
col.,1995), 820 pg/kg en trigo para T-2, en Europa 1686 pg/kg en avena para T-2' y 2018
Hg/kg en avena para HT-2 (Muller y col. 1998) y en América (Saubois y col., 1992) 2400
Mg/kg en maiz para T-2.

Cuando los limites de deteccion (LOD) o cuantificacion (LOQ) son mayores a 100 pg/kg la
oportunidad de detectar las toxinas es baja. Es interesante sefalar que cuando el LOQ
disminuye hay una tendencia a incrementar la frecuencia de contaminacién y también los
valores promedio. Por ejemplo, cuando el LOQ esta entre 1-50 pg/kg los valores medios en
avena son 201ug/kg para HT-2 (Langseth, 2000) y 75,8 pg/kg para T-2 (Muller y col., 1998).
Hay otros trabajos con LOQ mayor que 100 ug/kg en los cuales las toxinas no son
detectadas o el promedio sobre todas las muestras es.muy pequefo. Por ejemplo, se informé
un valor medio de 12,7 pg/kg (Quiroga y col., 1995) en un trigo altamente contaminado en el
ano 1986 en donde la LOQ = 500 pg/kg.

Este documento (EHC 105) mostré que en la década 1980-1990 un 7% de las muestras
estaban contaminadas por T-2, aunque la metodologia usada en la investigacion era
bastante variable, ya que en la gran mayoria de los casos, no se inclula evidencia indicando
que los métodos analiticos usados fueran testeados rigurosamente y que la identidad fuera
confirmada adecuadamente.

En cambio, los analisis llevados a cabo en la década 1990-2000, en su mayoria, incluian la
confirmacion de las toxinas. Entre las muestras estudiadas en Europa, el 52,3% de las

mismas fueron positivas para T-2 y el 88,4% para HT-2 (LOQ o LOD menor o igual a 100
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Mg/kg) y una frecuencia de contaminacion de 10,9% para T-2 y 14% para HT-2. A pesar que
el nimero de muestras analizadas es escasa, las contaminaciones son elevadas.

Cuando los datos de contaminacién van a ser tenidos en cuenta para calculos de ingesta, es
conveniente contar con LOQ bajos y recuperaciones mayores de 60%. Por esta razon, es
importante continuar mejorando la metodologia analitica para obtener mejor cuantificacién a
bajo costo, particularmente desde el punto de vista de la recuperacion en distintas matrices.
Un analisis de los planes de muestreo, permitié descubrir que en ninguno de los mismos se
han basado en la distribucion de la contaminacion por tricotecenos.

Por esta razoén, y con el objeto de definir dichos planes se hace necesario el conocimiento de

la distribucién de la contaminacion en dichas matrices.

. 2 Distribucion de la Contaminacion

El analisis de los los planes de muestreo utilizados para determinar la contaminacion con
tricotecenos en diferentes matrices (Tablas 1.1, 1.2, 1.3 y 1.4), mostré una falta de planes de
muestreo. Por ello se llevé a cabo sobre los datos bibliograficos el analisis de la distribucion
de la contaminacion.

Algunos autores presentaron datos sobre la distribucion en tablas de frecuencia o
histogramas (por ejemplo Muller y col., 1997, Park y col, 1996). Fontan y col. (1994)
plantearon que la distribucidn Fisher-Tippett ajus‘taba adecuadamente los datos de
contaminacion por DON de las cosechas de trigo en Argentina en 1990-92.

El inconveniente que se plantea para el estudio de la distribucion, es que la mayorla de los
datos individuales de contaminacion, especialmente con respecto a T-2 y HT-2 presentan
valores discretos y por consiguiente no pueden ser utilizados en el analisis de dicha
distribucion.

Por esta razon se pueden tener en cuenta solamente algunos de los datos hallados en
bibliografia o suministrados por investigadores sobre la contaminacion por DON en trigo para
el estudio de la distribucion.

La figura 1.1 presenta graficos Q-Q de los datos transformados logaritmicamente para las

cosechas entre 1994 y 1997 en Argentina, la cosecha 1999 en ltalia y l1a de 1998 en el Reino
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Unido. Patrones similares se observan para la cosecha de 1998 en Finlandia (no se
incluyeron estos datos). En este trabajo, solamente se consideraron para su andlisis los
valores superiores a 20 yg/kg (LOD) en el Reino Unido, 50 pg/kg (LOD) en lItalia y 48 pg/kg
(LOQ) en Argentina.
En todos los casos se aplicaron test de bondad de ajuste. Los p valores (= 0.5) mostraron
que el modelo de distribucién log normal es adecuado para estos datos de contaminacion.
La funcién de distribucién de productos procesados como pan, puede ser diferente
de la adoptada para granos, dado que la contaminacién se vuelve mas homogénea durante
el proceso. La funcion que se adopte podria, en consecuencia, pertenecer a otras familias de
distribucion diferentes a la distribucién log normal. (Schollenberger y col., 2000a).

. 3 Variacion Anual

Casi toda la informacion que se conoce sobre contaminacién por deoxinivalenol se
refiere al trigo (11.000 muestras) y al maiz (6.000 muestras). Gracias a esta cantidad de
datos se pudo analizar la variacion anual de los niveles de contaminacién.

El trigo cosechado en Alemania, Noruega y Rusia mostré variaciones anuales
similares de contaminacién durante varios afos (Tabla I.1).

Por otra parte, los datos obtenidos en Canada en afios consecutivos mostraron
que la contaminacion en trigo duro fue mas baja que en trigo blando, pero la variaciéon anual
en los dos productos fue similar. La variacién anual de ocurrencia de deoxinivalenol en maiz
en Canada se observa en la Figura 1.2. (No existen datos disponibles para Nueva Zelandia
en los aflos 1990,1991 y 1995.)

Una investigacion llevada a cabo en el area principal de produccién de Argentina
entre 1985 1999 muestra la variacion anual en el promedio de contaminacion de trigo y la
frecuencia de contaminacién (Figura 1.3). No se encontraron datos para fos afios 1987, 1988
y 1995.
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Contaminacién del maiz por
DON
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Figura 1.2 Variacion anual en la contaminacion por DON en maiz (Lauren y col.
1991,1996 y Scott 1997).
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" Figura 1.3 Variacion anual en Argentina de la contaminacion por DON en trigo.
(Dalcero y col. 1997, Gonzalez y col. 1996, Quiroga y col. 1995 y Resnik y Pacin 2000 (no
publicado)).
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A pesar de las variaciones anuales, los valores medios de deoxinivalenol en
Argentina, Canada y Uruguay fueron inferiores a 120 pg/kg en los ultimos cinco afios (Tabla
1.1).

También se observan variaciones anuales para cebada y avena. (tabla I.1)

Estos resultados enfatizan la necesidad de una vigilancia regular del deoxinivalenol
en el cultivo de cereales. La variacion anual observada pudo deberse a fuertes lluvias entre la
floracion y la cosecha, lo que habria facilitado la infeccion con F.graminearum y la
acumulacién de deoxinivalenol (Trigo-Stockli y col., 1998).

Con respecto a T-2 y HT-2 también se han observado variaciones estacionales,

como se obseva en la figura 1.4

Media (ug/kg)

B0

604

A0

4
1

1688 1990 1991 1992
Afo
Figura 1.4 Variacion anual en Alemania de la contaminacion por Toxina T-2.

l. 4 Evaluacion de Riesgo

La evaluacion de riesgo es un enfoque que se utiliza en diversas area del conocimiento,
desde la economia hasta la toxicologia, e implica la asociacion de informaciones obtenidas

previamente.
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Ya se dijo que la presencia de micotoxinas en los alimentos es la consecuencia de la
colonizacion de hongos en un sustrato (alimentos) cuando las condiciones ambientales son
propicias. Estas condiciones se refieren tanto a las condiciones meteorolégicas durante el
cultivo, como a aquellas que se encuentran durante la postcosecha: transporte,
almacenamiento, elaboracién de productos.

Asimismo se menciono en los puntos anteriores, no soélo fa ocurrencia de contaminacion, sino
también la variabilidad de la misma dentro de un lote, cosecha, silo, region; las variaciones
anuales y el estudio de algunos procesos que afectan el contenido final de micotoxinas.

La FAO, define como evaluacién de riesgos al proceso cientifico que consiste en los pasos
siguientes: 1) identificacibn de peligros; 1) caracternizacion de peligros; iii) evaluacion de
exposicion; y iv) caracterizacion de riesgos (www.fao.org)

La “identificacidon de peligros” son, en este caso, las micotoxinas, que poseen algunas
caracteristicas muy especiales como:

Ser toxicas en cantidades muy bajas, ya que la LD50 en la mayoria de los animales es
del orden de mg/kg de peso corporal.

Ser contaminantes naturales de los alimentos, no habiéndose desarrollado aun
suficientes medidas de prevencion para controlar su aparicion en los mismos;

Ser contaminantes de alimentos de consumo masivo por la poblacién como es el trigo
y que hasta la actualidad es dificil, costoso, cuando no imposible ser eliminadas de los
mismos;

Producir pérdidas de alimentos de origen proteico, debido a la mortalidad y morbilidad
que ocasiona en los animales intoxicados por micotoxinas,

Ocasionar pérdidas economicas en la comercializacion de materias primas
contaminadas, tanto para los paises exportadores como para los importadores.

Por esta razéon, a pesar que la intoxicacion en el hombre (en los animales) por
micotoxinas seria el Ultimo eslabén de la cadena alimentaria, mientras no existan medidas
de prevencion que imposibiliten el desarrollo de hongos y la produccién de micotoxinas, o un
control eficiente 0 adecuado que impida la llegada de estas toxinas al organismo humano, es
necesario, como se expresara, un enfoque multifacético, expresado en la evaluacion del

riesgo de intoxicacion a que esta expuesta la poblacion.
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La “caracterizacion de peligros” son en este caso, algunos de los puntos relacionados con la
metodologia analitica (propiedades fisicoquimicas de las sustancias), con la variabilidad de la
contaminacion (relacionado con las etapas, hongo, colonizacién, produccién de metabolitos).
La “evaluacion de exposicion” se lleva a cabo mediante la asociacion de los siguientes
conocimientos:

*(1)* La estimacion de la ingesta de los alimentos contaminados, por lo menos aquellos de
consumo masivo 0 de mayor consumo por la poblacién, se hace a través de una encuesta de
consumo de alimentos.

*(2)* El conocimiento de la ingesta de alimentos contaminados implica conocer el nivel de
contaminacion de los mismos, expresado en los estudios de incidencia y/o ocurrencia de la
contaminacion. En el punto 1.1 se muestran los datos de ocurrencia natural y el calculo de la
contaminaciéon media de DON arrojo los siguientes valores: para el trigo 531 ug/kg, con 61,6%
de muestras positivas, para maiz de 230 pg/kg, con 60,3% de positivas y para los productos
derivados del trigo 314 ug/kg con el 52,2% de muestras positivas.Con respecto a la toxina T-
2, de las 3.873 muestras (Tabla 1.3.), las muestras de trigo comprendieron el 34,3% de los
analisis y se obtuvo una media de 5,44 pg/kg, con un 6% de muestras positivas, las muestras
de maiz presentaron una media de 17,2 ug/kg, con 3,3% de muestras positivas, las de avena
arrojaron una media 22,4 ug/kg, con 35% de muestras positivas y para cebada el calculo de
la media resultd ser de 4,86 pg/kg, con 10,5% de muestras positivas. Se encontraron
solamente 2.032 muestras analizadas para detectar la presencia de la toxina HT-2 (Tabla
1.4.), 42,8% de las mismas correspondian a trigo, con una media de 1,24 ug/kg, y un 3% de
muestras positivas, el 19% eran de avena y presentaron una media de 32,6 pg/kg, con un
22% de muestras positivas, y el 14,8% eran de centeno, con una media de 2,8 pg/kg, y un

4% de muestras positivas.

- la estabilidad de la micotoxina frente a los diferentes procesos a que esta sometido el
alimento previo a su consumo, expresado en los diferentes trabajos que estudian las
modificaciones del contenido de micotoxinas, como consecuencia de las variables
operacionales (moliendas seca o humeda, secado spray, panificacion, coccion, fritado, etc) .

- el metabolismo de la/las micotoxinas.
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- la cantidad y frecuencia de alimento consumido.

- el efecto sinérgico o antagénico de las micotoxinas entre si y con otros contaminantes y/o
aditivos.

- otros factores de la dieta.

- biodisponibilidad del alimento.

*(3)* La estimacion de la exposicion en el hombre se expresa como Ingesta Diaria para
determinada/s micotoxina/s.

La evaluacion de la exposicion implica comparar los datos de Ingesta Diaria con valores
definidos de Ingesta Tolerable Diaria (TDI) o si no los hubiera de Ingesta Provisional Media
Tolerable Diaria (PMTDI).

El dato de TDI se usa para comparar con la ingesta de la poblacién, y es la que se supone
produce la respuesta de mas baja frecuencia. Algunos valores de TDI han sido determinados:
para aflatoxinas totales se consideran entre 0.04 a 0.14 ng/kg de peso corporal por dia; para
ocratoxina A, se consideran entre 0.2 a 4.2 ng/kg de peso corporal por dia; para zearalenona,
entre 50 a 100 ng/kg de peso corporal por dia y para deoxinivalenol 1 ug/kg de peso corporal
por dia.

Cuando se analiza la exposicion a micotoxinas, se puede observar que es mucho mas
frecuente de lo que sospechamos, y que por lo tanto es necesario, evaluar el riesgo de
intoxicacion a que esta expuesta la poblacién.

Las Tablas 1.5 y [.6 muestran la exposicion de la poblacién, teniedo en cuenta valores de
contaminacion de productos que se consumen en Argentina, para datos de consumo de

alimentos de encuestas llevadas a cabo en nuestro pais.
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Tablal. 5

Estimacion de la exposicion a tricotecenos a través
de la ingesta de trigo contaminado por
deoxinivalenol, toxina T2 y HT-2

IContaminaciénI _Ingesta encuesta 1999 I

Exposicion

expresada en pg/kg p.c. dia

toxina Pan Galletitas Tapas de Pizzareso Pan Galletitas Tapas Pizza
ao  pg/kg blanco saladas empanadas blanco saladas empanadas
T2-86 | 12.7 | 69.3| 43.8 13.5 [23.470300/0.012520.00791| 0.00244 |0.00423
HT2-86 | 21.8 [ 69.3| 43.8 13.5 [23.4703000.02149/0.01358( 0.00419 [0.00726
DON-85 | 570.9 | 69.3 | 43.8 13.5 |23.41703000.562780.35570| 0.10963 {0.19003
DON-86 [329.52]| 69.3 | 43.8 13.5 |23.4}703000.324830.20531| 0.06328 [0.10968
DON-89 | 47.53 | 69.3 | 43.8 13.5  [23.41703000.04685)0.02961| 0.00913 |0.01582
DON-90 (145.85]| 69.3 | 43.8 13.5 |23.4170300/0.14378|0.09087 | 0.02801 {0.04855
DON-91 | 54.67 | 69.3 | 43.8 13.5 [23.4703000.053890.03406| 0.01050 [0.01820
DON-92 | 75.3 | 69.3| 43.8 13.5 | 23410300 0.07423 [0.04692| 0.01446 [0.02506
Porcentaje de contribucién
|de 4.7 %|de 3.4 %| de 0.9 % ide 1.5 %
la 56.3 %/a 35.6 %| a10.9% |a19 %
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Tabla 1. 6

Estimacion de la exposicién a deoxinivalenol

a través del consumo de cerveza

Peso grs

mg1 mg2 w1 w2

58900 62500 70300 73800

Contaminaciéon | Ingesta encuesta 1998
promedio cerveza grs
toxina mgl mg2 wl w2
afio ug/kg
DON 97 51 [ 299 [59(806| 4.7
DON 98 7 | 299 |59|806| 4.7
DON 99 5§ | 299 |59)80.6| 4.7

Contaminacion

Ingesta encuesta 1992

58900 62500 70300 73900

promedio consumidores cerveza grs |
toxina mg1 mg2 w1 vg2

afio  ugig
DON 97 51 | 747.5 1169 301 { 111.9
DON 98 7 | 747.5 (169 301 | 111.9
DON 99 5 |747.5 169 301 | 111.9

mg1 Mujeres 18 a 24 afics

mg2 Mujeres 25 a 50 afios

vg1 Varones 18 a 24 afics

vg2 Varones 25 a 50 afics

E! objetivo fundamental de realizar la evaluacién.de riesgo para las micotoxinas, es la
posibilidad que este dato brinda para establecer valores limites de seguridad a nivel
internacional, que puedan ser utilizados en la comercializacién, con el objeto de evitar o por

Exposicion
expresada en pg/kg p.c. dia
mg1 mg2 vg1 vg2

0.0259 | 0.0048 0.0585 0.0032
0.0036 | 0.0007] 0.0080{ 0.0004]
0.0025 | 0.0005 0.0057 0.0003

Porcentaje de contribucion
al TDI de 5.85 % a 0.03 %

0.6472 | 0.1376] 0.2181

0.0772

0.0888 | 0.0189 0.0299

0.0106{

0.0635 | 0.0135 0.0214] 0.0076|

Porcentaje de contribuclién
al TDI de 64.7 % a 0.76 %

lo menos disminuir la posibilidad de epidemias y/o micotoxicosis aisladas. (Pacin, 2002).
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ll. OBJETIVOS

La finalidad del presente trabajo es obtener informacién sobre la persistencia
y/ o transformacién de tricotecenos durante algunas etapas del procesamiento del
trigo y de la harina para contribuir a la estimacién de la exposicibn como
consecuencia de la ingesta de alimentos elaborados con trigo potencialmente
contaminado por tricotecenos en la Argentina.

Para alcanzar este objetivo se cumplieron los siguientes objetivos parciales

© analizar los métodos analiticos durante los afios 1990-2000 en diferentes
partes del mundo, usados en la determinacién cuantitativa de tricotecenos,
para que utilizando la informacién existente y observando las tendencias
actuales en el analisis de estos metabolitos, poder definir la metodologia que
se aplica en la cuantificacion del trabajo experimental llevado a cabo durante
la ejecucion del trabajo doctoral.

© evaluar la variabilidad en la determinacion de deoxinivalenol y estimar la

distribucién de la contaminacién por DON en trigo, harina, afrechillo y gluten.

© cuantificar el efecto del proceso de molienda seca y himeda, en una planta

industrial argentina sobre la contaminacién natural por micotoxinas en trigo

© estimar la estabilidad del DON durante la fritura de tapas de empanadas,

elaborada con harina contaminada a escala piloto.
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lll. METODOLOGIA ANALITICA PARA LA

DETERMINACION DE LA OCURRENCIA NATURAL DE
TRICOTECENOS

lI1.1 Introduccion

Varios geéneros de hongos (Fusarnium, Trichotecium, Myrothecium,
Trichoderma, Stachybotrys), contienen especies capaces de producir
metabolitos secundarios (Marasas y col., 1985) conocidos con el nombre de
tricotecenos, caracterizados por un nucleo de tres ciclos, llamado tricoteceno y
contienen generalmente un anillo de seis centros con un oxigeno en la posicion
1, una doble ligadura en |a posicién C-9 y C-10 y un ep6xido en el C-12y C-13.

Estas micotoxinas, los tricotecenos, estan divididas en 4 grupos, de acuerdo a
las similitudes de sus grupos funcionales (tipos A, B, C y D). Los tricotecenos
encontrados mas frecuentemente en alimentos son del tipo B (por ejemplo
deoxinivalenol, nivalenol, 3-acetil deoxinivalenol y 15-acetil deoxinivalenol) vy
tipo A (por ejemplo toxina T-2 y HT-2, T-2 tetraol, diacetoxiscirpenol y
neosolaniol) (Ueno, 1983; Figura I11.1)).

Figura lll.1: Tricotecenos Tipo A y Tipo B

Tricotecenos Tipo A

Toxinas R4 Rs
Toxina T-2 H OCOCH,CH(CH3)2
Toxina HT-2 H OCOCH,CH(CHs3)2
T-2 tetraol H OH
Diacetoxiscirpenol OH OAc OAc H H
Neosolaniol OH OAc OAc H OH
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Tricotecenos Tipo B

Toxinas R R> R3 R4
Deoxinivalenol OH H OH OH
3-acetil-deoxinivalenol OAc H OH OH
15-acetil-deoxinivalenol OH H OAc OH
Nivalenol OH OH OH OH
Fusarenona-X OH OAc OH OH

Su presencia en alimentos es un riesgo desde el punto de vista del consumo
humano y animal dado que pueden tener efectos toéxicos, como
inmunotoxicidad, hematotoxicidad, menor consumo de alimentos y sintomas
diversos gastrointestinales (FAO/WHO, 2001): La Comision Mixta FAO/WHO
de Expertos en Aditivos en Alimentos fij6 un maximo tolerable provisorio de
ingesta diaria (PMTDI) de 1 ug/kg de peso corporal para el deoxinivalenol

(DON) y 0,06 pg/kg para las toxinas T-2 y HT-2, solas o combinadas
(FAO/WHO. 2001).

Para la determinacién de tricotecenos se hace una extraccion de las toxinas de
la matriz, un paso de limpieza previo a la deteccién y posterior cuantificacion.
Han sido publicados muchos métodos analiticos diferentes para estas
micotoxinas y en particular, para el deoxinivalenol, basados en cromatografia
en capa delgada (TLC), cromatografia gaseosa (CG), cromatografia liquida
(HPLC) o métodos inmunolégicos (Langseth y Rundberget, 1998, WHO, 1990;
Yoshizawa, 2001); asi como otras publicaciones sobre revisiones de métodos
de anadlisis de micotoxinas que incluyen métodos para tricotecenos (Scott,
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1995?; Sydenham y Shephard, 1996; Lin y col., 1998; Wilson y col.,1998;
Gilbert, 1999).

Actualmente estan disponibles comercialmente nuevas columnas para la etapa
de limpieza de los extractos y se han aplicado costosas y sofisticadas técnicas
instrumentales para el analisis de tricotecenos en muestras complejas, tales
como espectrometria de masa tandem (Plattner y Bennett, 1983),
cromatografia liquida acoplada a deteccidon por espectrometria de masa
(Voyksner y col.,, 1985), cromatografia de fluido supercritico acoplada a
deteccién por espectrometria de masa (Young y Games, 1992) o cromatografia
gaseosa Yy espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (Mossoba y
col., 1996). En los Gltimos afos se desarrollaron métodos inmunolégicos que
actualmente se encuentran disponibles en el mercado, a partir de la produccion
de anticuerpos monoclonales (Pestka, 1988; Chu, 1990; Dietrich y col. 1995).

Solamente dos métodos analiticos para tricotecenos estan incluidos en los
métodos oficiales de la “Association of Official Analytical Chemists
International” (AOAC), ambos para la determinacion de DON en trigo. Un
método utiliza TLC y el otro CG. Existe un método basado en cromatografia
liguida que fue adoptado recientemente por la AOAC International como
método preverificado (paso previo a la oficializacion, Trucksess y col., 1998)
para determinar DON en harina de trigo, harina integral y salvado de trigo. Se
han hecho algunos estudios inter-laboratorios para comparar diferentes
métodos para la determinacion de DON (Gilbert y col, 1992; Schumacher y col.,
1997; Pettersson, 1998; Josephs y col., 2001) en los que se destaca la
dificultad para establecer fehacientemente la ‘concentracién de soluciones
patrones en el analisis de tricotecenos.

E! objetivo de este capitulo, fue analizar los métodos usados en la
determinacién cuantitativa de tricotecenos, para disponer de la informacién
existente y observar las tendencias en el analisis de estos metabolitos. Para
esto, se consideraron aquellos trabajos sobre la contaminacién natural por
tricotecenos, ya que el objetivo final es la estimacion de la exposicion a estos

contaminantes.



lll.2 Resultados

Fueron seleccionados numerosos trabajos sobre la contaminacion natural de
tricotecenos publicados entre los aflos 1990-2000 para generar una base de
datos, con la condicién que los estudios y/o trabajos incluyeran informacién
detallada (o esta fuera suministrada por lo propios autores) sobre la

metodologfa analitica y las muestras hubieran sido tomadas al azar.

DON fue el tricoteceno mas extensamente estudiado en este periodo, por lo
que se lo eligié como ejemplo de los tricotecenos tipo B. En el mismo periodo,
la mayor parte de los datos de los tricotecenos tipo A, fueron sobre las toxinas
T-2 y HT-2, por lo que los datos de estas toxinas se tomaron como ejemplo del
grupo A.

En la tabla lll.1 se resumen, de los trabajos seleccionados, las etapas de los

métodos analiticos utilizados.
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En la Tabla I11.2 se agrupan los métodos de cuantificacion que fueron utilizados
para el analisis de DON en 15.187 muestras, de las cuales 48,! % fueron de
trigo; 20,0% para maiz y 18,5% para productos derivados del trigo; asi como
algunos datos de DON en otros cereales como cebada, avena, centeno y arroz,
y en alimentos procesados tales como cerveza, panqueques cocidos, alimentos

para bebés, cereales para desayuno, fideos y galletitas.

Tabla lll.2 Resumen de las metodologias empleadas para cuantificar
ocurrencla natural de Deoxinivalenol

Numero
Producto muzztra Método LOQ pglkg Referencia
s
Maliz 8 ELISA 1000*  Abouzied y col.. (1991)
Trigo 12 ELISA 1000*  Abouzied y col.. (1991)
Arroz 4 ELISA 1000*  Abouzied y col.. (1991)
Avena 5 ELISA 1000*  Abouzied y col.. (1991)
Trigo &avena galletitas . .
saladas y duices 18 ELISA 1000 Abouzied y col.. (1991)
Copos de maiz 6 ELISA 1000*  Abouzied y col.. (1991)
Pochoclo 8 ELISA 1000*  Abouzied y col.. (1991)
Trigo harina/budin 17 ELISA 1000*  Abouzied y col.. (1991)
mezclas
Harina de maiz 11 ELISA 1000*  Abouzied y col.. (1991)
Cereales mixtos 3 ELISA 1000*  Abouzied y col.. (1991)
Malz 16 GC-MS 10* Ali y col.. (1998)
Trigo 44 GC-MS 5* Atanassov y col.. (1995)
Soja 5 GC-ECD 17 Boca y col..(2000)
Arroz 6 TLC 48 Broggi y col.. (1999a,b)
Arroz 54 TLC 48 Broggi y col.. (1999b)
Harina de maiz 4 TLC 48 Broggi y col.. (1999b)
Trigo 214 TLC 100 Cao y co/..(1994)
Harina de trigo 50 TLC 100 Cao y col..(1994)
Cao y col..(1994) y Guo y
Maiz 101 TLC 100 col.. (1995)
Cao y col..(1994), Liu y col..

Maiz 140 e 100. (1992); Lu'y col.. (1992)
Trigo 40 TLC 100* Dalcero y col..(1997)
Malz 85 GC-ECD 81* Ellend y col..(1997)
Trigo 81 TLC 40* Fernandez y col.. (1994)
Trigo 20 GC-FID 200* Furlong y col.. (1995)
Trigo 40 GC-MS 5* Gao y Yoshizawa (1997)
Trigo 78 HPLC-UV 10* Golinski y col.. (1996)
Trigo 44 TLC 48 Gonzélez y col.. (1996)
Trigo 60 TLC 48 Gonzalez y col..(1999a)
Maiz 30 TLC 48 Gonzélez y col..(1999b)
Malz 12 GC-MS 500" Groves y col.. (1999)
Harina de malz 13 GC-MS 500* Groves y col.. (1999)
Panqueques cocidas 14 GC-MS 500* Groves y col.. (1999)
Trigo 99 TLC 100 Guo y col.. (1995)
Maiz 150 TLC 100 Guo y col..(1995)
Trigo 14 ELISA 500  Hart L.P.(1998)
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Numero
Producto muﬁtra Método LOQ pg/kg Referencia
S
: . Hietaniemi y Kumpulainen
Avena 21 GC-MS 5 (1991) ;
Cebada 30 GC-MS 5¢ zigtga{;iemi y Kumpulainen
. . Hietaniemi y Kumpulainen
Trigo 40 GC-MS 5 (1991)
Centeno 31 GC-MS 5 zigtga:r;iemi y Kumpulainen
Malz 197 TLC 100* Janardhana y col.. (1999)
Cebada 39 GC-MS 5* Kim y col.. (1993)
Malz 46 GC-MS 5* Kim y col.. (1993)
Trigo 801 GC-ECD 20-30* Langseth y Elen (1997)
Centeno 63 GC-ECD 30* Langseth y Eien (1997)
Cebada 20 GC-ECD 20* Langseth y Elen (1997)
Avena 63 GC-ECD 30 Langseth y Elen (1997)
Avena 3 GC-ECD 30* Langseth y Elen (1997)
Maiz o1 HPLC-LUV 30 Lauren y col.. (1991)
Malz 616 HPLC-LUV 10* Lauren y col.. (1996)
Cebada 59 GC-MS 5" Lee y col.. (1995)
Maiz 55 TLC 100 Liu y col.. (1992)
Trigo 141 TLC 500* Lops y col.. (1998)
Harina de trigo 100 TLC 100 Luy col.. (1992)
Maiz 155 TLC 100 Lu y col.. (1992)
Trigo 182 TLC 50* Lu y col.. (1994)
Trigo 81 TLC 50* Lu y col.. (1994)
Trigo 66 TLC 50* Lu y col. (1994)
Cebada 29 TLC 48 Martinez y col..(2000)
Centeno 100 TLC 50* Marx y col.. (1995)
Trigo 101 TLC 50* Marx y col.. (1995)
Cerveza 50 GC-ECD 2 Moité y col. (2000)
Trigo 84 GC-MS 1* Malier y Schwadorf (1993)
Trigo 361 GC-MS 1-5* Maller y col.. (1997a)
Avena 272 GC-MS 3 Moller y col.. (1998)
Cebada 240 GC-MS 3* Muller y col..(1997b)
Pan 20 GC-ECD 17 Neira y col..(1997)
Harina de trigo 14 GC-ECD 17 Neira y col..(1997)
Cerveza 196 ELISA 50*,**  Niessen y col.. (1993)
Harina de trigo 61 TLC 48 Pacin y col..(1997)
Trigo 73 TLC 48 Pacin y col..(1997)
Cebada 37 GC-ECD 2* Park y col.. (1992)
Trigo 123 HPLC-UV 50* Pascale y col.. (2000)
Cebada 20 HPLC-UV 50¢ - Pascale y col.. (2000)
Triticale 10 HPLC-UV 50* Pascale y col.. (2000)
Maiz 88 TLC 111 Prado y col.. (1997)
Trigo 1056 TLC 30* Quiroga y col.. (1995)
Productos de malz 156 GC-ECD 150* Rava (1996)
Malz 527 GC-ECD 150* Rava (1996)
Cebada 30 GC-MS 5* Ryu y col.. (1996)
Maiz 15 GC-MS 5* Ryu y col.. (1996)
Harina de trigo 33 GC-ECD 17 Samar y col..(2001)
Maiz 100 TLC 100* Saubois y col..(1992)
Pan y productos
relconados 96 GC-MS 23 Schollenberger y col.. (1999)
Fideos 29 GC-MS 23 Scholienberger y col.. (1999)
Cereales de desayuno 32 GC-MS 23 Schollenberger y col.. (1999)
Alimentos para bebés
y nifios 25 GC-MS 23 Schollenberger y col.. (1999)
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Numero
Producto de Referencia
muestra Método LOQ pg/kg
]

Arroz 26 GC-MS 23 Schollenberger y col.. (1999)
Alimentos con
cereales 29 GC-MS 23 Schollenberger y col.. (1999)
Trigo 1128 GC-ECD 20-100* Scott (1997)
Mglz 131 GC-ECD 50-100* Scott (1997)
ﬁ:‘;‘)e"ms abasede 55  GC.ECD  10-100°  Scott (1997)
Cerveza 33 GC-MS 0.1***  Scott y col.. (1993)
Cerveza 42 GC-MS 0.5***  Shimycol. (1997)
:;iﬂggoo y productos de 38 GC-FID 200* Soares y Furlani (1996)
Copos de maiz 17 TLC 48 Solovey y col..(19989)
Harina de malz 22 TLC 48 Solovey y col..(1999)
Pochoclo 42 TLC 48 Souza y col..(2000)
Trigo 59 GC-ECD 10 Thuvander y col.. (2001)
Avena 23 GC-ECD 10 Thuvander y col.. (2001)
Centeno 28 GC-ECD 10 Thuvander y col.. (2001)
Cebada 147 ELISA 500 Trucksess y col.. (1995)
Trigo 483 ELISA 500 Trucksess y col.. (1995)
Harina de trigo 362 HPLC-UV 20 Trucksess y col.. (1996)
Salvado de trigo 163 HPLC-UV 20* Trucksess y col.. (1996)
Productos de trigo 37 HPLC-UV 20* Trucksess y col.. (1996)
Trigo 2382 HPLC-UV 50" Tutelyan (1998)
Trigo 224 HPLC-UV 50* Tutelyan y col. (1990)
Maiz 68 TLC 10* Vega y col.. (1998)
Trigo 140 ELISA 50* Vrabcheva y col.. (1996)
Maiz 15 GC-ECD 100* Wang y col.. (1995)
Harina de malz 17 GC-ECD 100* Wang y col.. (1895)
Maiz 89 GC-MS 10* Yamashita y col.. (1995)
Maiz 89 GC-MS 5* Yoshizawa y Gao (1999)
Trigo 40 GC-MS 5* Yoshizawa y Gao (1999)
Trigo 151 GC-MS 5* Yoshizawa,T. (1997)
Cebada 94 GC-MS 5* Yoshizawa,T. (1997)
Alimentos con :
cereales 29 GC-ECD 10 Yuwai y col.. (1994)

* =LImite de detecciéon

**= ng/ml

LOQ=LImite de cuantificacion



Con respecto a la toxina T-2, se encontraron datos de 3.873 muestras (Tabla
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I1I.3), 34,3% de trigo, 28,7% de maliz, 10% de avena y 8,3% de cebada.

Tabla lli.3: Resumen de las metodologias empleadas para cuantificar ia

ocurrencla natural de toxina T-2.

Producto Namero de Referencia
muestras Método LOQ pg/kg
Trigo 20 GC-FID 100*  Furlong y col.. (1995)
Trigo 25 GC-MS 100* Gao y Yoshizawa (1997)
Panqueques cocidos 14 GC-MS 500* Groves y col.. (1999)
Maiz 12 GC-MS 500* Groves y col.. (1999)
Harina de maiz 13 GC-MS 500* Groves y col.. (1999)
Cebada 30 GC-MS 15 n‘;:;‘;'e'“' y Kumpulainen
Avena 21 GC-MS 15 nigtga;;iemi y Kumpulainen
Centeno 31 GC-MS 15¢ :iggr;iemi y Kumpulainen
Trigo 40 GC-MS 15 :-‘Iligtga;;leml y Kumpulainen
Malz 197 ELISA 100* Janardhana y col.. (1999)
Avena 70 GC-MS 30* Langseth (2000)
Trigo 156 GC-MS 20-30* Langseth (2000)
Porotos 76 ELISA 50 Mohlemann y col.. (1997)
Maiz 90 ELISA 50 Mahlemann y col.. (1997)
Arroz 99 ELISA 50 Muahlemann y col.. (1997)
Trigo 84 GC-MS 1-3*  Muiler y Schwadorf (1993)
Trigo 361 GC-MS 1-5*  Muller y col.. (1997a)
Avena 272 GC-MS 1-5*  Maller y col.. (1998)
Cebada 240 GC-MS 1-5*  Muller y col..(1997b)
Malz, cebada arroz, mijo 28 GC-FiD 15*  Park y col.. (1991)
Maiz 88 ELISA 50*  Prado y col.. (1997)
Trigo 261 TLC 500* Quiroga y col.. (1995)
Malz 291 GC-ECD 250* Rava (1996)
Productos de maiz 158 GC-ECD 250* Rava (1996)
Malz 236 GC-ECD '250* Ravay col.. (1996)
Cebada 30 GC-MS 5* Ryu y col.. (1996)
Maiz 15 GC-MS 5* Ryu y col.. (1996)
Malz 100 TLC 100* Saubois y col..(1992)
Alimentos de bebés y Schollenberger y col..
nifios 25 GC-MS 8 (1999
Pan y productos de . Scholienberger y col..
cereales 186 GC-MS 6 (1999
Arroz 26 GC-MS 6 g?;;l)enberger y col..
Malz 16 GC-ECD 400  Scott (1997)
Trigo 154 GC-ECD 400  Scott (1997)
Trigo y productos de trigo 38 GC-FID 100*  Soares y Furlani 1996
Cebada 23 HPLC 150*  Stratton y col.. 1993
Trigo 29 HPLC 150*  Stratton y col.. 1993
Avena 23 GC-ECD 10 Thuvander y col.. (2001)
Centeno 28 GC-ECD 10  Thuvander y col.. (2001)
Trigo 59 GC-ECD 10 Thuvander y col.. (2001)
Maiz 68 HPTLC 10*  Vega y col.. (1998)
Trigo 140 ELISA 40*  Vrabcheba y col.. (1996)
N = nimero * = Limite de deteccién LOQ = limit of quantification



Entre 1990 y 2000 se encontraron solamente 2.032 muestras, en que se

93

estudio6 la presencia de la toxina HT-2 (Tabla il.4). El 42,8% corresponde a
muestras de trigo, el 19% de avena y el 14,8% de centeno.

Tabia lll.4. Resumen de las metodologias empleadas para cuantificar ia
ocurrencia natural de toxina HT-2.

Producto Numero de LoQ Referencia
muestras Método pg/kg
Trigo 20 GC-FID 500* Furlong y col.. (1995)
Trigo 25 GC-MS 100* Gao y Yoshizawa (1997)
Granos de malz 12 GC-MS 500* Groves y col.. (1999)
Harina de Malz 13 GC-MS 500* Groves y col.. (1999)
Panqueques "
cocidos 14 GC-MS 500 . Groves .y col.. (1 99!?)
Avena 21 GC-MS 15 Hletanlemz 1y9§::;npulalnen
Cebada 30 GC-MS 15* Hietaniem: 1ygg:n)mpulainen
; . . Hietaniemi y Kumpuiainen
Trigo 40 GC-MS 15 - . (1991) .
Centeno 31 GC-MS 15 Hletamemz 1y9;;1;npulamen
Centeno 4 GC-MS 20* Langseth (2000)
Trigo 68 GC-MS 20* Langseth (2000)
Avena 70 GC-MS 20" Langseth (2000)
Trigo 88 GC-Ms 20* Langseth (2000)
Trigo 84 GC-MS 1-3* Moler y Schwadorf (1993)
Trigo 361 GC-MS 1-5* Muller y col.. (1997a)
Avena 272 GC-MS 1-5* Maller y col.. (1998)
Cebada 240 GC-MS 1-6* Muller y col..(1997b)
Cebada 30 GC-MS 5* Ryu y col.. (1996)
Maiz 15 GC-MS 5* Ryu y col.. (1996)
Pan y productos i Schollenberger y col..
de cereales 186 GC-MS 18 (1999)
Alimentos para X Schollenberger y col..
bebés y nifios 25 GCMS 18 (1999)
Scholienberger y col..
Arroz 26 GC-MS 118 (1999)
Trigo blando de
invierno 17 GC-ECD 100 Scott (1997)
Malz 16 GC-ECD 100 Scott (1997)
Trigo duro del _
" Oeste 108 GC-ECD 100 Scott (1997)

Trigo d‘;‘::;’g%”"‘“ 38 GC-FID §00*  Soares y Furlani (1996)
Trigo 59 GC-ECD 10 Thuvander y col.. (2001)
Avena 23 GC-ECD 10 Thuvander y col.. (2001)

Centeno 28 GC-ECD 10 Thuvander y col.. (2001)
Malz 68 HPTLC 10* Vega y col.. (1998)
N = namero * = Limite de Deteccion LOQ = limit of quantification

Ill.2.a. Extraccion

E! primer paso en el andlisis de los tricotecenos implica una eficiente extraccion

de la toxina. Los métodos usados en

la Gltima década diferfan en

la

combinaciébn de solventes utilizados. La combinacién de solventes de



94

extraccion mas usada para DON fueron acetonitrilo:agua (61,4%),
metanol:agua (17,5%) y cloroformo:etanol:agua (9,2%). En el caso de
acetonitrilo:agua se emplearon varias proporciones: 84:16 (66,9%), 3:1
(23,8%), 9:1 (0,9%), 95:5 (1,2%), con pequefias cantidades de metanol (7,1%)
o mezclado con acetato de etilo (1,1%). Se us6 agua como solvente de
extraccion para las metodologias que emplearon ELISA como método de
deteccion y cuantificacion, aunque también se utiliz6 acetonitrilo:agua,

evaporando el solvente y disolviendo en agua antes del analisis.

La evolucion en el uso de solventes de extraccién para DON durante la década
1990-2000 puede verse en la Tabla Hl.5. En el caso de las muestras de
cerveza, la concentracion de etanol fue variada, dependiendo del contenido
de alcohol previo al proceso de limpieza, por lo cual en la Tabla IlIl.5 se
consider6 como extraccion etanol:agua.

Tabia ili.5. Porcentaje de muestras extraidas por diferentes sistemas de
solventes para el analisis de DON y toxinas T-2 y HT-2, en el ultimo

periodo.
T-2 HT-2
Solventes > : 1998 1998
1980-92 1993-95 1996-98 1998-2000 1985-97 2000' 1995-97 2000'

Acetonitrilo : agua 58.9 47.3 64.3 83.5 40.6 82.9 771 100
Agua - 16.9 0.2 124
Agua : etanol 6.2 0.5 4.1
Metanol : agua 0.5 284 59.4 17.1 229
Agua: cloroformo:
etanol 31.8 29.1
Metanol: agua:
acetonitrilo 9.3 - 6.6

Hubo pocas muestras analizadas para los tricotecenos tipo A en los afios 1990-
1995, por lo cual solamente se consideran dos periodos al discutir los cambios
en los solventes de extracciéon: 1995-1997 (toxina T-2 = 2366 muestras, toxina
HT-2 = 870 muestras) y 1998-2000 (toxina T-2 = 1149 muestras, toxina HT-2 =
956 muestras). Debido a una fuerte tendencia mundial a reemplazar el
cloroformo por solventes menos toxicos por sus efectos cancerigenos, citados
por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) en el
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Grupo 2 B como probable carcinogénico en humanos (Agencia de Proteccién
Ambiental, EPA, 2001), al terminar esos periodos, el cloroformo se habia
dejado de usar y el acetonitrilo:agua era el sistema de solventes elegido tanto
para tricotecenos tipo A como tipo B (Tabla 1i1.2.5). Ademas que los extractos
obtenidos por este Ultimo sistema de solventes son mucho mas limpios
(Trenholmyy col., 1985) que los obtenidos con cloroformo, no existen evidencias

de que el acetonitrilo pueda tener el potencial para causar cancer en humanos
(EPA, 1999).

l11.2.b Limpieza

La naturaleza de la matriz y el método elegido para detectar la toxina
determinan el tipo de limpieza que deberia aplicarse al extracto. En el caso del
analisis de DON las columnas de limpieza mas utilizadas en la década pasada
fueron, la columna de carbédn-alimina o la de carbdn-alimina-celite que en
total representan un 41,9% de los analisis y fuera descripta por Trucksess y
colaboradores en 1984. Las columnas de silica gel y de silicato de magnesio
(Florisil) fueron usadas solas o combinadas en 31,6% de las muestras. Un paso
adicional de purificacion se observé en las publicaciones al utilizar una columna
rellena con una resina de intercambio catiénico o un cartucho de extraccion en
fase solida C-18 (6,4 y 0,9% de las muestras, respectivamente). En algunos
casos (17,3%) se realiz6 una extraccién previa con hexano para eliminar la
grasa antes del proceso de limpieza propiamente dicha.

Como se muestra en la Tabla 111.6, en los primeros afios de la década del
noventa las columnas de silica gel o las de alumina-carbén-celite fueron
usadas ampliamente para la limpieza de DON. Las columnas de limpieza
preparadas en los laboratorios tenfan problemas de reproducibilidad y fueron
reemplazadas en los Gltimos afios por columnas “listas para usar” disponibles
comercialmente. En los ultimos dos afos han comenzado a adoptarse las
columnas Mycosep (Romer, 1995), que contienen carbén activado, celite y una
resina de intercambio iénico. Las columnas C-18 han sido usadas en menor
medida. Las columnas de inmunoafinidad comenzaron a usarse en los ultimos
aflos para reemplazar las de limpieza convencional (Scott y Trucksess, 1997)
aunque su costo es mucho mas elevado.



96

Tabla lll.6: Porcentaje de columnas de limpieza utilizadas para el analisis

de DON en el ultimo periodo.

Columna 1990-1992  1993-1995  1996-1998  1999-2000

Mycosep - - 11.0 24.5
Silica gel/ florisil 16.3 16.7 42.4 19.4
Intercambio catiénico 9.3 0.9 6.6 19.2
Carb6n / alimina 65.0 60.2 37.8 17.3
Inmunoafinidad - - - 12.4
C-18 - - 0.5 7.2
Ninguna 9.4 22.2 1.7 -

El proceso de limpieza en el caso de las toxinas T-2 y HT-2 (Tabla 1il.7)
durante los periodos 1995-1997 y 1998-2000 mostré que no hay ninguna
tendencia preponderante en el proceso de limpieza. Los hechos demuestran
que todavia hay problemas para obtener buenas recuperaciones para ambos
grupos, sobre todo cuando se busca determinar varios tricotecenos

simultaneamente.

Tabla lll.7. Porcentaje de columnas de limpieza utilizadas para el anilisis

de toxinas T-2 y HT en el ultimo periodo.

T-2 HT-2
Columna 1995-1997  1998-2000  1995-1997  1998-2000

Silica gel/ florisil 65.7 33.2 93.3 40.0
Mycosep 256 - 31.2
Intercambio catiénico - 20.6 24.8
Nlinguna 20.8 17.1 -
C-18 - 34 - 4.1
Carbén / alimina 13.5 - 6.7 -

i1l.2.c. Cuantificaciéon

La técnica mas comunmente usada para la cuantificacion de DON ha sido la
cromatografia gaseosa (CG), 40,8% de las muestras, seguida en orden
decreciente por la cromatografia liquida (HPLC) con detector UV, 27% de las
muestras; cromatografia en capa delgada (TLC), 25,1% y ELISA, 7,1% de las
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muestras (Tabla 1ll.2). En los primeros afios de la década se usaron los
meétodos ELISA para la cuantificacion de esta toxina, pero en los ultimos afos
la GC y la TLC fueron los métodos predominantes, y en menor grado HPLC,

debido a que ésta técnica es menos sensible que las anteriores mencionadas.

La cromatografia gaseosa fue la metodologia mas usada para la cuantificacion
de tricotecenos tipo A, 69,8%, y en el caso de las toxinas T-2 y HT-2 un 96,7%.
En el caso de la toxina HT-2, el otro método disponible fue TLC, que fue
utilizado en 3,3% de las muestras. Un método ELISA desarrollado para toxina
T-2 se usé en 17,8% de las muestras, TLC en 11,1% y sélo unas pocas, 1,3%,
fueron analizadas con HPLC (Tablas 1.3 y 111.4).

Entre esos trabajos en los que se us6é cromatografia gaseosa para la
cuantificacion de DON, el 63,9% de las muestras fueron analizadas con
detector de captura de electrones (GC-ECD) y el 35,2% con espectrometria de
masa (GC-MS). En pocos casos (0,9%) se utilizd un detector de ionizacioén de
llama (GC-FID). GC-MS también fue usado para identificacion y confirmacion
de DON (Tabla 111.2). Por otra parte, para las toxinas T-2 y HT-2, GC-MS fue
usado en 61,1% y 82% de las muestras y GC-ECD en 35,7 y 15,1 de las
muestras, respectivamente (Tablas 111.3 y 111.4).

Todos los métodos GC usados se basaron en la derivatizacién de los grupos
hidroxilos de las toxinas para que puedap ser detectadas con mayor
sensibilidad. Ellos diferian en la eleccion del agente derivatizante. Los
derivados éter trimetilsilil (TMS) y éteres heptafluorobutiril (HFB) y trifluoroacetil
(TFAA) han sido los mas regularmente empleados en el caso de DON. EIl TMS
fue usado en 56% y 41,8% y el HFB en el 44% y 3,4% de las muestras
analizadas por GC-ECD y GC-MS respectivamente. El TFAA fue utilizado en el
54,7% de las muestras evaluadas por GC-MS. Para los tricotecenos tipo A el
agente derivatizante mas utilizado en el caso de CG-MS fue el TFAA (72% de
las muestras). Cuando el detector fue ECD, el derivado HFB de la toxina T-2
fue usado en 88,6% de las muestras, mientras que los derivados HFB y TMS
de la toxina HT-2 fueron usados en 56,2% y 43,8% de las muestras,

respectivamente.
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i11.2.d Limites de los métodos

Con respecto al limite de deteccién (LOD), algunos autores expresaron este
valor como dos o tres veces el ruido, mientras que otros lo definieron como la
menor cantidad de estdndar que puede ser detectada. El! limite de
cuantificacion (LOQ) o determinacién fue definido por algunos autores, como
cinco o seis veces el ruido (medido con soluciones estandar), no teniendo en
cuenta los datos de recuperacion en la matriz en estudio, mientras que otros
investigadores incluyeron el dato de recuperacién en su estimacion del LOQ.
Por ejemplo, para estimar la ingesta de tricotecenos, es necesario considerar
los datos para los cuales la recuperacion es mayor que 60%.

El limite de detecciéon de los métodos de CG empleados para la determinacion
de DON varian de 2 a 150 pg/kg en el caso de CG-ECD, de 1 a 23 ug/kg en
CG-MS y 200 ug/kg en CG-FID. Para tricotecenos tipo A, los limites de
deteccion fueron de 1 a 30 pg/kg y de 5 a 400 ug/kg en GC-MS y GC-ECD
respectivamente. En un caso un valor inusualmente alto de 500 pg/kg fue
informado para tricotecenos tipos A y B detectados por GC-MS (Groves y col.,
1999).

Varios autores que utilizaron HPLC-UV para la cuantificacién de DON con el
detector a 220 nm, informaron valores de limite de deteccion de 10 a 50 pg/kg
(Tabla 111.2), sin embargo Trucksess y col. '(1995) definieron un limite de
cuantificacion de 500 ug/kg (pero con una recuperacion mayor de 60%).
Tutelyan (1998) y colaboradores (998) analizaron el 63,5% de las muestras
mediante cromatografia en fase normal con columnas de sllica gel. Todos los
demas autores emplearon cromatografia en fase reversa, muchos de ellos con
un gradiente de agua y metanol como fase moévil. Como los tricotecenos tipo A
tienen absorcion a longitud de onda menor de 205 nm, resuita muy dificil la
deteccién con HPLC-UV. Solamente un trabajo usé6 el procedimiento HPLC-UV
para monitorear estas toxinas (Stratton y col., 1993).

TLC fue utilizado para cuantificar DON (Tabla 1lI.2) y los limites encontrados en
la bibliografia consultada varian de 30ug/kg a 100pg/kg. Todos los autores que
eligieron TLC para cuantificar DON usaron una solucién de cloruro de aluminio
para visualizar los tricotecenos tipo B, ya sea impregnando previamente las
placas o pulverizandolas después del desarrolio del solvente. Solamente en
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tres casos la toxina T-2 fue cuantificada por TLC, con limites de deteccién de
10, 100 y 500 pg/kg (Tabla Il 2.3).

El limite de deteccién de los métodos ELISA empleados para la cuantificacion

en granos fueron de 50 pg/kg, 500 pg/kg y 1000 pg/kg y para la determinacion
de DON en muestras de cerveza de 50 ug/kg (Tabla 111.2).

Para la cuantificacion de la toxina T-2 en muestras de granos los limites de
deteccion informados fueron de 40 a 100 ug/kg (Tabla 1l 2.3).

1l.3 Conclusion

Cuando los datos de ocurrencia van a ser considerados para la estimacion de
la exposicién, la metodologia de deteccion debe tener un limite de
cuantificacion no mayor que 50 ug/kg para deoxinivalenol y menor que 10 pg/kg
para toxinas T-2 y HT-2.

El sistema de solventes mas adecuado parece ser acetronitrilo : agua en una
relacion 84:16.

Las columnas de limpieza actualmente aceptadas son las Romer 225 o en un
envase con mayor masa de relleno (Romer 227).

Las metodologias mas adecuadas para la cuantificacion son cromatografia
gaseosa con detector de captura de electrones o cromatografla en capa
delgada para DON, mientras que para los tricotecenos tipo A el método de
cuantificacion obligado es la cromatografia gaseosa con detector de captura de
electrones y en algunos casos se puede utilizar un detector de masa, si se trata
de los equipos actuales que son mas sensibles que los de la década anterior.
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IV. VARIABILIDAD ASOCIADA A LA DETERMINACION DE
DEOXINIVALENOL EN TRIGO, HARINA, AFRECHILLO Y
GLUTEN.

IV. 1 Introduccion

La contaminacion natural por deoxinivalenol en trigo y productos derivados ha sido
observada en todo el mundo (Neira y col., 1997; Pacin y col., 1997; Quiroga y col.,
1995; Scott, 1997; Trucksess y col., 1995; Trucksess y col., 1996 Yoshizawa y Jin,
1995 Tabla |.1) Por otra parte, la ingesta de DON ocasiona diversos efectos locales
debidos a la irritacién de las mucosas gastrointestinales, asi como efectos sistémicos
debido a una potente inhibicion de la sintesis proteica. A estos efectos se agrega,
otro de mayor importancia asociado a la posibilidad de desarrollar nefropatias,
debido al incremento de IgA (Greene y col., 1994; Prelusky y col., 1994; Rasooly y
Pestka, 1994; Warner y Petska, 1994), que es una de las nefropatias mas comunes
en el mundo.

La estimacion de ingesta de micotoxinas implica establecer con la mayor precision
posible, el contenido de estas toxinas en grandes lotes de granos o productos
derivados, destinados al consumo humano o animal.

La contaminacién de los granos individuales varfa ampliamente debido a que la
distribucién no es uniforme, ya que pueden existir granos con alto contenido de
micotoxinas; lo que origina la posibilidad de hallar gran variabilidad en la
determinacion del nivel de contaminacion. El disefio de un eficiente plan de
muestreo depende del conocimiento de la distribucién de la contaminacion, funcion
matematica que permite representar la distribucién de la contaminacién dentro de un
lote (silo, camién, buque) o entre lotes (regién, cosecha, planta de almacenamiento).
Esta funcién de distribucion es especifica para cada micotoxina y para cada matriz
(alimentos, fraccién de molienda, maiz en grano) analizada.

La variabilidad en la determinacion de deoxinivalenol en lotes de trigo de 20 Kg fue

estudiada por Whitaker y col. (2000). La variabilidad total se expresa como la suma
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de la variabilidad debida al muestreo, a la preparacién de la muestra y al método
analitico.

En esta parte del trabajo se estudi6 la variabilidad asociada a la determinacion de
DON, analizada por cromatografia gaseosa, en lotes de varias toneladas de trigo,
harina, afrechillo y gluten, y se determiné las funciones de distribucién de la
contaminacién en cada producto mencionado.

IV. 2 Materiales y Métodos
IV. 2 a Disenio experimental
IV. 2. a. 1 Muestreo

Durante la limpieza de 20 toneladas de trigo se tomaron muestras cada 10 minutos
de trigo sucio (5 muestras de 2.5 Kg) y de “screenings” (5 muestras de 1 Kg).
Durante el proceso de molienda de trece toneladas de trigo limpio y acondicionado,
se tomaron muestras cada 5 minutos: 24 muestras de 3 Kg de trigo limpio, 24
muestras de 1 Kg de harina y 24 muestras de 1 Kg de afrechillo.

En la planta de produccién de almidén y gluten, donde se procesé la harina obtenida
en la molienda, se tomaron muestras cada 30 minutos de gluten y de almidon de
trigo (9 muestras de cada producto de 1 Kg cada una).

Cada muestra se dividi6 en 6 submuestras de igual peso. Las muestras de trigo y
afrechillo se molieron en un Molino Romer (Figura IV.1). De cada submuestra se
tomod una porciéon de 25g (muestra analitica). Los resultados de la cuantificacion de
DON (anexo) en 144 muestras de trigo limpio, 144 muestras de afrechillo, 144
muestras de harina y 54 muestras de gluten fueron utilizados para estimar la funciéon
de distribucion de la contaminacién por DON en los lotes como asi también la
variabilidad en la determinacién (analisis estadistico ANOVA).
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Figura IV.1: Molino Romer

IV.2.a.2 Variabilidad Analitica

Se seleccionaron muestras de “screenings”, trigo sucio, trigo limpio, harina y gluten
de manera de tener un amplio rango de concentraciones de DON para estudiar la
variabilidad de la determinacion analitica. Se analizaron diez alicuotas de cada

extracto.

IV.2.b Equipamiento

a) Homogeneizador. — Osterizer
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b) Columna de limpieza. —columna Mycosep N° 225 (Romer Labs, Inc.).
¢) Cromatégrafo gaseoso (CG o GC)—Hewlett-Packard Model 5890 Serie
Il equipado con un muestreador automatico, controlador HPG1512 A,
médulo de inyeccion HPG1513A, detector de captura de electrones

(ECD o CDE) y para el analisis de datos un HP3398A GC-

ChemStation.
I '

Figura IV.2: Cromatégrafo gaseoso - Hewlett-Packard Model 5890 Serie |l

d) Columna CG— columna capilar HP-5 (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 ym
espesor de pelicula)
e) Plancha calefactora: bafio de arena equilibrado a 62 + 2 °C.

IV.2.c. Reactivos

a) Solventes. — grado “cromatografia liquida” metanol, tolueno, acetato

de etilo y acetonitrilo (Merck).
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b) Estéandar Deoxinivalenol. —Sigma Chemical Co. St. Lois, MO.

c) 4-(N,N-dimetilamino)-piridina (DMAP). — Sigma Chemical Co. St. Lois,
MO.

d) Anhidrido Heptafluorobutirico (HFBA). —Sigma Chemical Co. St. Lois,
MO.

e) Bicarbonato de sodio. —solucién acuosa 5% (w/v) (Merck)

f) Catalizador. — 2 mg/ml de 4-DMAP en tolueno: acetonitrilo (80:20).

IV.2.d. Metodologia Empleada en la Determinaciéon de DON

IV.2.d.1 Extraccion y Limpieza

El método utilizado para la extraccion y limpieza fue el descripto por Trucksess et al.
(Trucksess y col., 1996) con modificaciones:

1) se pesaron 25 gramos de muestra y se realiz6 la extraccion con 100 ml de
acetonitrilo: agua 84:16 (Figura IV.3)

‘B

Figura IV.3: Extraccion de las toxinas de la matriz alimentaria. Pesada
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2) La proporcion de agua agregada se ajustoé teniendo en cuenta la humedad de las

muestras y se agité durante 3 minutos (Figura IV.4)

AT

%7 i
u :

4,

W Y o P ‘ O e

Figura IV.4: Extraccién de las toxinas de la matriz alimentaria. Agitacion

3) Aproximadamente 4 ml. del extracto se colocaron en un tubo de 8x15 mm y cuatro
porciones de 0.5 ml se pasaron sucesivamente a través de la columna de limpieza
siendo transferidos a otro tubo, evaporados a sequedad en un bano de agua a 60 °C
con vacio y guardados a —18 °C. (Figuras IV.5 y I1V.6)
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Figura IV.6: Concentracion del extracto con vacio
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IV.2.d.2 Derivatizacion

El extracto seco se derivatizd por la técnica descripta por Croteau y col. (1994)
Brevemente, se agregd la solucién del catalizador al extracto seco, se agitd y luego
se afadi6 50 pyl de HFBA. El tubo se colocé en el bloque calefactor a 62 + 2 °C por
20 minutos. El exceso del agente derivatizante se destruy por agregado de 1 ml de
la solucién de bicarbonato y luego se agregaron 400 ul de tolueno. Luego de
centrifugar, la capa superior organica (480 pl) se transfirié6 a un vial y el mismo se
colocé en el muestreador automatico del GC para su analisis.

IV.2.d. 3 Cuantificacion por Cromatografia Gaseosa

Con el objeto de obtener una buena resolucién del cromatograma, se ajusté el
programa de temperatura de la siguiente manera: 1 minuto a 80 °C, luego un
incremento de 80-160 °C a 30 °C min™' seguido de otra rampa de 160-183 °C a 1 °C
min”' y luego de 183-280 °C a 12 °C min' (manteniendo esta temperatura 5
minutos).

La presion de cabeza de columna fue de 12 psi. Las temperaturas del inyector y del
detector se fijaron en 250 °C y 300 °C respectivamente.

E! volumen de inyeccién fue de 2 pl.

Se inyectaron diferentes concentraciones de DON, diariamente para determinar la
respuesta del detector de captura de electrones y generar curvas de calibracién.

El limite de deteccion y cuantificacion de DON fue de 11y 18 pg/kg a una relaciéon
sefal: ruido de 3:1 y 5:1 respectivamente.

Ademas, se evalué la variabilidad para las etapas de derivatizacion y cuantificacion
con el cromatégrafo gaseoso. Se analizaron 10 alicuotas de cada muestra para
determinar el desvio estandar de los resuitados. Los promedios estan expresados en
Hg/kg de DON y fueron calculados basados en las areas o en las alturas de los
picos. El desvio estandar (DS) en funcién de la concentracién (figura 1V.6) da una
relacién lineal. Cada punto es el promedio de diez determinaciones (tabia IV.1).
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Tabla IV.1: Variabilidad en la derivatizacion y la cuantificacion de DON.

Medla (ug/Kg) DS DSR %
muestra érea altura érea altura Area altura
| 17005.8 17455.1 614.2 718.8 36 4.1
i 2595.6 2438.3 106.9 82.3 41 34
n 1023.9 1013.7 47.7 62.7 47 6.2
v 559.7 590.7 27.3 418 49 71

Figura IV.6: Relacion entre el DS y la concentracion de DON (media de 10

determinaciones)
sp 790 7 e
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Se decidié cuantificar por areas ya que las alturas a bajas concentraciones tienen
mayor dispersién de los resultados.

IV.3 Resultados y Discusion

Se realiz6 un analisis estadistico de los datos por el test de ANOVA. La variacion
relativa se define como el cociente del cuadrado medio “entre lotes” sobre el
cuadrado medio “dentro de los lotes” y como se observa en la tabla IV.2 para trigo el
valor de F es 3.56, con un nivel de 95% de confianza el F teérico para el nimero de
muestras analizadas es 1.62. Suponiendo que la hipétesis nula es Ho: “no hay
diferencia significativa entre lotes” del analisis de la tabla IV.2 se concluye que hay
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que hay diferencia entre los lotes (error de muestreo), ya que los “F” obtenidos son

mayores que el valor teérico (1.62).

Tabla IV.2: Resultados del test ANOVA.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F
variacion cuadrados (ppm?) libertad medio (ppm?)
trigo Entre lotes 15.39 23 0.669 3.56
(<c>=1.928ppm) Dentro de los lotes 22.55 120 0.188
total 3794 143
. . Entre lotes 13.35 23 0.58 17.34
Harina de trigo
Dentro de los lotes 402 120 0.0335
(<c>=0.994ppm)
total 17.37 143
. Entre lotes 251.9 23 10.95 26.05
afrechillo
Dentro de los lotes 50.4 120 042
(<c>=4.68ppm)
total 3024 143
Entre lotes 0.163 8 0.02 141
gluten
Dentro de los lotes 0.062 43 0.00144
(<c>=0.293ppm)
total 0.225 51

El cuadrado medio dentro de los lotes es atribuible al error en el cuarteo (6
submuestras), a la preparacion de la muestra (molienda, separacion de 25g,
extraccién y limpieza del extracto) y al error analitico (derivatizacion y cuantificacion
por CG). El valor 0.188 ppm? (desviacién estandar DS=0.434 ppm) concuerda muy
bien con las ecuaciones de Whitaker y col (2000)que para una concentracion de
1.928 ppm predicen una varianza de 0.205 ppm? (DS=0.45ppm).

El error analitico depende del nivel de la contaminacién (Figura IV.2), se obtuvo la

siguiente ecuacion que expresa su dependencia como V =0.002x c'* .

Para trigo limpio una concentracién de 1.928 ppm da una varianza de 0.007 ppm.
El método cromatografico se evalud calculando la relacion de HORRAT

RSD, observado
RSD, tedrico

Horrat =

Desviacion estandar relativa experimental (RSD;, observado) / la desviacion estandar
relativa calculada (RSD; teérico) con la ecuacién de Horwitz que a continuacion se
describe:
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RSD (%) = 2(!—0.5103(7))

siendo C la concentracién.

Un método se considera aceptable si el HORRAT es aproximadamente 1.0
(+/- 0.5) para estudios inter laboratorios y la mitad de ese valor para estudios dentro
de un mismo laboratorio (Boyer y col., 1985). Los valores obtenidos indican una
precision aceptable del método (Tabla IV.3).
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0.0010 . —& ‘ y = 0.002x'825
R?=0.998
0.0001 T .
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Concentracién de deoxinivalenol (ppm)

Figura IV.7: Grafico log-log de la varianza analitica versus la concentracién de
deoxinivalenol. Cada punto es el promedio de diez determinaciones.

Tabla IV.3: Evaluacion del método analitico dentro del laboratorio

. X 2 . RSDr RSDr Horrat
Varianza analitica (ppm°) Concentracion (ppm)
tedrico observado
0.0073 1.93 14.49 443 0.31
0.0022 0.99 16.01 472 0.29
0.0368 468 1268 4.10 0.32

0.0002 0.29 19.25 483 0.25
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Para estimar la funcién de distribucion de la concentracién de DON en el lote de 13
toneladas de trigo limpio se utilizé el siguiente procedimiento. Las muestras (N=24)
de 3 kg, numeradas con i= (1, 2,...N) , se cuartean en r = 6 submuestras de 500 g (j
=1,2...r). Estas submuestras son molidas y se separa una porcién de 25 g para el

analisis. Se determina una matriz de la concentracién de DON c; , que tiene N xr =

144 elementos. El estimador de la concentracion media de la muestra i es

e, =1ic,, (1)

J=

y la varianza del estimador es

;1
=6 Y, -2) Q)

Ahora si ¢ es la concentracion verdadera y formamos la variable reducida

x,=(c=2)/s, a5 sabido que xi tiene una distribucién t de Student con r-1 grados

de libertad, asumiendo que c sigue una distribucién normal en la muestra de 3 kg
(pero no en la muestra de 13 ton). En consecuencia, la PDF (probability density
function) para la muestra i sola valdra

dp 1
de gfr_.(x,) 3)

()

donde
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es la distribucion PDF de Student y T es la funcion gamma de Euler.
La ecuacion (1) da un pico simétrico de probabilidad alrededor de ¢,. Sin embargo tenemos

una coleccion de muestras con i = 1,...N, el conjunto de los picos correspondiente a ellas es

exactamente el histograma experimental del lote, cada contribucién es ponderada con la

inversa de la desviacion estandar 1 g de las muestras individuales.
‘ 1

La funcion normalizada PDF para todo el lote es

dp 1&1
= t 4
dC N;s, r—I(xl) ( )

Es mas conveniente promediar las fluctuaciones aleatorias trabajando con la CDF (cumulative

distribution function) que es la integral de la ecuacion (4), luego
1
pey= 2. T.(x) )
donde

I r

2) x F(l r 3 xZJ
=_+ a3t
2 r(r;l) alr-1) \27272"r-1

?\i
=
~
|

y F es la funcion hipergeométrica.

La funcién p(c) es una funcién suave de ¢ que puede representarse convenientemente de la
siguiente forma. A fin de investigar si la distribucion posee una cola asimétrica conviene
transformar a la variable 77(c) =-1In (— In p) que resulta ser una funcién lineal de ¢ y creciente
a valores elevados de la concentracion, es decir, una distribucion extreme-value type I o de
Fisher-Tippett, usada en hidrologia para estimar probabilidades de flujo (Linsley y col,
1975).

De hecho observamos en todas las distribuciones determinadas que n0 es una funcién lineal

de la concentracion a valores elevados de c. Sin embargo para valores de concentracion bajos,
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De hecho observamos en todas las distribuciones determinadas que n es una
funcién lineal de la concentracién a valores elevados de c. Sin embargo para valores

de concentraci6n bajos, cerca del limite de deteccion n(0) es negativay 7°(0)= 0. En
todo el rango investigado n se puede ajustar con un polinomio de grado 3. Esta
polinomial tiene suficiente flexibilidad para acomodar hasta distribuciones bimodales
(ver el caso de afrechillo, figura IV 10). Con esta expresién de O (c) la CDF y la PDF
puede ser calculada de las ecuaciones siguientes:

p= expl— e"’(‘)]

dp dn
=—(pln
dc (pln p) de

y el promedio, la desviacion estandar, coeficiente de asimetria y curtosis se calculan

por integracién numeérica directa. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla IV.4

Tabla IV.4: Media, desviacion estandar, coeficiente de asimetria y curtosis de
trigo, harina de trigo, afrechillo y gluten calculado por integracién numérica.

Trigo Harina de trigo afrechillo gluten
Media (ppm) 191 102 466 0.29
Desviacién estandar (ppm) 0.39 0.34 1.29 0.05
Coeficiente de asimetria 13/ 0.30 0.015 -0.69 -0.03
CurtosisOpy/0*~-3 0.32 -0.47 0.24 0.34

Las funciones de distribucion de la concentracién de DON observadas en trigo se
comparan con una distribucién normal de igual valor medio y desviacién estandar en
la figura IV.8. Las funciones de distribucion de la contaminacién en los otros
productos se estimaron de la misma manera y las funciones obtenidas a partir de los
datos experimentales se compararon con distribuciones normales de igual valor
medio y desviaciéon estandar (figura IV.9, harina de trigo; figura IV.10, afrechillo y
figura IV.11, gluten). En el caso de harina de trigo, la funcién de distribucién presenta
una cola asimétrica para valores elevados de concentracion como se observé
también en la funcién de distribucién de la contaminacién en granos de trigo.
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Figura IV.8: Comparacién de la funcién de distribucion propuesta y graficada con

los datos experimentales de la contaminacion por DON en trigo con una funcién
de distribucion normal de igual media y desviacion estandar.
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Figura IV.9: Comparacién de la funcién de distribucion propuesta y graficada con
los datos experimentales de la contaminacion por DON de harina de trigo con una
funcién de distribucién normal de igual media y desviacion estandar.
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Figura IV.10: Comparacioén de la funcién de distribucion propuesta y graficada con
los datos experimentales de la contaminacion por DON de afrechillo con la suma
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de dos distribuciones normales. (P = 0-0732x e y P= 0.373x 0%
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Figura IV.11: Comparacién de la funcién de distribucién propuesta y graficada con los
datos experimentales de la contaminacién por DON de gluten con una distribucién

normal de igual media y desviacién estindar.
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La funcién de distribucion de la contaminacion observada en el lote de trigo, que en este
trabajo proviene de silos de almacenamiento, coincide con resultados anteriores de Ferro
Fontan y col. (1994) para la contaminaciéon por DON en el trigo en el momento de las
cosechas de los afios 1990, 1991 y 1992 en Argentina.

IV.4 Conclusiones

Se determiné la dependencia del error analitico con la concentracion del DON. Se
evidencio6, por el calculo de la relacién de Horrat, que la precisién del método
analitico es aceptable para los fines de este estudio.

Se determinaron por primera vez en el ambito mundial las funciones de distribucion
que representan la contaminacion por DON del afrechillo, harina de trigo y gluten.
Con respecto al trigo, los resultados adquieren gran relevancia ya que la funcion de

distribucién encontrada representa los datos de contaminacién de trigo argentino.

Otro aspecto relevante, es que estos resultados posibilitan la discusion de
estrategias para reducir la variabilidad asociada a la determinacion de DON en trigo,
afrechillo, harina de trigo y gluten.
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V. DISTRIBUCION DE DEOXINIVALENOL EN LA
MOLIENDA DE TRIGO Y EN LA PRODUCCION DE
ALMIDON Y GLUTEN DE TRIGO EN UNA PLANTA
INDUSTRIAL

V.1 Introduccion

La preocupacién por la contaminacién de este cereal, basada en que la ingesta
de alimentos manufacturados con trigo es la principal fuente de energia en
nuestro pais (Pacin y col, 1998), llevé a la necesidad de investigar el
comportamiento de la contaminacién por DON presente en el trigo durante los
diferentes procesos de elaboracion de alimentos.

La etapa previa a la utilizacion de trigo en la elaboracién de alimentos es la
molienda. ElI grano sucio, infestado o en malas condiciones por
almacenamiento defectuoso, se recomienda que no sea destinado a molienda
para impedir el ingreso de producto muy contaminado por toxinas. Al principio
del proceso, se debe eliminar la presencia de piezas metalicas mediante
separadores magnéticos para que no deterioren los equipos que se utilizan en
la molienda. La limpieza consiste, en un separador que elimina piedras, palos,
y todo material extraiio de tamafio mayor 0 menor que el grano; para la
separacion de granos de densidad semejante a la del cereal que se quiera
moler, se utilizan discos separadores.

Con el objeto de separar la suciedad adherida, se utiliza un equipo cuyo
disefio hace que se froten los granos entre si, contra una pantalla metalica
perforada y para la eliminacién de piedras pequefias de tamafio semejante al
del grano, se suelen utilizar 2 sistemas en seco; uno es basicamente un
aspirador con corriente de aire suficientemente fuerte para levantar el grano y
que deja caer las piedras y el otro es una mesa de gravedad que separa los
granos basado en la diferencia de peso especifico (“screenings”). Este ultimo
sistema, favorece también la separacion de granos infestados debido a que
tienen bajo peso especlfico, por lo que esta etapa constituye una forma de
disminuir la cantidad de toxinas que llegarian a la harina y otras fracciones.
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La siguiente etapa es el acondicionamiento que consiste en afadir agua al
grano seco y dejarlo reposar durante un periodo de tiempo previo a la
molienda. El acondicionamiento tiene 2 finalidades: 1) poner correoso el
salvado para que se resista a ser dividido en pequefios trozos durante la
molienda, y 2) ablandar o suavizar el endosperma para facilitar la molienda. La
cantidad de agua que se afade al trigo y el tiempo que se concede (reposo)
para que el agua penetre en el grano, varian dependiendo del contenido
acuoso y dureza del mismo. El trigo blando, generalmente se acondiciona a 15-

15,5 % de humedad, los trigos duros de invierno o de primavera a 16,5 % y el
trigo “durum” a niveles de humedad mas altos. El tiempo necesario para
alcanzar una distribucion adecuada de humedad varia desde 6 horas para el
grano blando hasta mas de 24 horas para el grano duro.

La molienda de la mayoria de los granos de trigo, se hace con molino de
rodillos, sistema que se basa en un proceso de reduccién gradual. Los rodillos
giran en sentidos opuestos y funcionan generaimente con velocidades distintas,
asi, ademas de la accion de compresion al pasar una particula suficientemente
grande por el estrecho espacio entre los 2 rodillos, hay una accién de corte a
causa de la velocidad diferencial.

La molienda de harina, se inicia separando el salvado (afrechillo) y el germen
del endosperma, que se consigue en su mayor parte en el sistema de
fragmentacion. Este sistema se compone de varios juegos de rodillos estriados
y, tras cada amoladura el producto molido, se separa sobre tamices y
purificadores.

La etapa siguiente es reducir el endosperma a la finura de la harina, por eso se
denomina sistema de reduccién. Los rodillos de reduccion suelen ser lisos, en
lugar de estriados. Tras cada paso de molienda, se criba el producto, se separa
la harina y las particulas mas groseras son enviadas a los rodillos de reduccion
apropiados. Tras los rodillos de reduccién, también se utilizan los purificadores
para el tamizado final de la harina.

Varios autores han estudiado la distribucién de DON durante la molienda del
trigo. La mayoria de los trabajos fueron realizados en molinos experimentales o
en plantas piloto y los datos publicados presentan divergencias respecto al
porcentaje de retencién en la harina y su refacién con el nivel de contaminacién
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o el grado de extraccion, a pesar de que hay coincidencias en que las
fracciones de las partes externas del grano son las mas contaminadas (Tabla
V.1).
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No se encontraron publicaciones que muestren la distribucion de la contaminaciéon por DON
en la molienda de trigo en la Argentina, como tampoco sobre la distribucién durante el
proceso de produccién a partir de harina, de gluten y almidén en ningun pais.

El objetivo de esta parte del trabajo fue caracterizar el comportamiento de las toxinas de
Fusarium presentes en el trigo como contaminacion natural durante la molienda y durante la
produccion de gluten y almidén en una planta industrial en Argentina utilizando lotes de trigo
de las cosechas 2001 y 2002.

V.2 Materiales y Métodos
V.2.a Diseino experimental

Fueron seleccionados para este estudio algunos lotes comerciales de trigo argentino de las
cosechas 2001 (experimento |) y de la cosecha 2002 (experimento Il) que presentaron
visualmente ataque por Fusarium Las muestras analizadas se consideran representativas de
los lotes estudiados ya que fueron tomadas a intervalos regulares durante los procesos de
limpieza, molienda y produccién de gluten y almidén. Este método de muestreo puede ser
considerado como un “mezclado en el tiempo”.

La planta de molienda de trigo estudiada se encuentra ubicada en Rosario, Provincia de
Santa Fe y procesa del orden de 100.000 toneladas por afio de trigo. Aproximadamente un
40 % de la harina producida se destina (dependiendo del mercado) para obtener gluten y
almidén. Una representacién esquematica de la planta se encuentra en la figura V.1; en

amarillo se indican las fracciones analizadas.
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Figura V.1: Esquema de una planta de Molienda.




Experimento |

Ocho camiones de aproximadamente 30 toneladas de trigo fueron mezclados para este
trabajo. El porcentaje de granos infectados varié de 2.2% a 4.5%. Se tomaron muestras
cada 10 minutos de trigo sucio (2.5 kg) y screenings (1kg) durante el proceso de limpieza
de 20 toneladas de trigo sucio y muestras cada 5§ minutos de trigo limpio (3 kg), harina
(1kg) y afrechillo (1kg) durante el proceso de molienda de 13 toneladas de trigo limpio. Cada
muestra se dividi6 en 6 submuestras de igual peso, y de cada submuestra se analizé una
porcion de 25 g. Un esquema del plan de muestreo de las 13 toneladas de trigo limpio se
observa en la figura V.2.
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Lote de 13 toneladas de

trigo
Cada 5 min
Trigo
24 x 3 kg molienda Cada 5 min
* * Cada 30 min.
Afrechillo Harina ] }
24 x 1kg 24 x1kg Gluten

Sub muestra 6
x500g

4 |

Sub muestra 6
x 166 g

Sub muestra 6
x 166 g

Sub muestra 6
x 166 g

Qo D Qe ) Qo )

gdsuestra analitica Muestra analitica || Muestra analitica || Muestra analitica
9 259 25¢ 259

R T

Cuantificacion de DON

Figura V.2 Esquema de Muestreo

Experimento Il
Se usoé trigo proveniente de 6 camiones de aproximadamente 20 toneladas cada uno. Se
tomaron 6 muestras de trigo sucio, seis de trigo limpio y seis de harina de trigo durante la

molienda de 20 toneladas de trigo sucio.
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V.2.b Metodologia Empleada en la Cuantificacion de
Tricotecenos y Zearalenona.

Las muestras de trigo y afrechillo fueron molidas en un molino Romer antes de tomar la
muestra analitica. EI método utilizado en las distintas fracciones se encuentra resumido en la
figura V.3 y el detalle del mismo se encuentra en el punto IV.2.d. El almidén se extrajo con
una pequefia modificacién que consistié en reemplazar el licuado por agitacion mediante un
agitador orbital (200rpm) durante 30 minutos, para obtener una mejor recuperacion.

Analisis de Deoxamivalenol

uestra (25¢g) + 100 ml CH;CN:H,0 84:16
Blender 3 minutos. Filtrar
8ml de filtrado: Columna Mycosep#225 SPEC

W4 x 0.5 ml de extracto purificado (125 mg equivalente
de harina).

Evaporacién con nitrégeno.

Disolver el residuo en 100 ml de tolueno/acetonitrilo
PDervatizacion (95:5)(2mg/ml 4-DMAP). Agregar 50 pl de dcido
heptafluorbutirico (HFBA).

60°C en baiio de arena, 20minutos

+ 1 ml de NaHCO3, 5%.

+ 400l de tolueno

Inyectar 2 pl.

IDElcCeion CG

' i HP 5890 Seriell

@uantificacion Columna: HP-5, 30m x 0.25 mm di, 0.25
pm (espesor de film).

Detector de captura de electrones.

Figura V.3 Metodologia analitica para la cuantificacion de tricotecenos y zearalenona.
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La recuperacion promedio de DON fue de 80% en las muestras de trigo y afrechillo (2000
Hg/kg), 90% en muestras de trigo (300 pg/kg) y almidén (100 ug/kg) y 85% en muestras de
gluten (100 pg/kg).El limite de cuantificacién de DON fue de 18 ug/kg.

En la tabla V.2 se encuentran detallados los limites de cuantificacién para las otras toxinas

analizadas.

Toxina LOQ pg/kg

3-acetil DON 100
NIV 35

T-2 66
HT-2 59
DAS 93
Neo 65
T-2 tetraol 14
Zea 150

Tabla V.2: Limltes de cuantificacién

V.3 Resultados y Discusion

En la figura V.4 se muestra el ingreso de materia pr‘ima a la planta de molienda. El trigo es
descargado luego de una limpieza a seco (figura V.1), a los silos (Figura V.5) donde
permanecera hasta su molienda. Durante la descarga de los camiones se toma la muestra de
trigo sucio.
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Figura V.4: Pesaje del trigo que ingresa a la planta.
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Figura V.5 Silos.

El trigo (Figura V.6) con un contenido de humedad de 12.5%, se acondiciona por el agregado
de agua en tanques preparados a tal efecto para lograr una humedad del orden del 15%.
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Figura V.6 Trigo previo a la molienda.

Se muestra en la Figura V.7 los tanques de menor capacidad.

Figura V.7 Tanques o silos de acondicionamiento.
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Luego de reposar durante 20 horas, el material pasa por una zaranda y se separan los
“screenings” (aproximadamente 1 %). Al pasar por la zaranda el movimiento mezcla el trigo y
luego se continua el acondicionamiento por 8 horas, previo agregado de agua para alcanzar
15,5% de humedad.

El trigo vuelve a pasar por una zaranda, previo a la molienda, pero el material de descarte de
esta zaranda no se pudo muestrear (Basura 2 en la figura V.1). El trigo limpio obtenido luego
de esta zaranda se muele (figura V.8) y se separa por una parte el afrechillo (figura V.9) y por
otra parte, luego de sucesivos pasos (figura V.10) harinas de diferente grado de molienda
(figuras V.11 y V.12).

Figura V.8 : Molino
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Figura V.10: Multizaranda
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VR

Figura V.12: Harina “0000” (izquierda ) y harina “00” (derecha).
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Experimento I:

El “screening” es la fraccibn que presenta la contaminacion por DON mas elevada (Tabla
V.1), por esta razén se investigé la presencia de otras micotoxinas, producidas por Fusanum:
zearalenona, 3-acetil-deoxinivalenol, nivalenol, neosolaniol, diacetoxiscirpenol, toxina T-2,
toxina HT-2, T-2 tetraol, (cuyos limites de cuantificacién se encuentran en la Tabla V.2) pero
no se detectd ninguna de estas toxinas, por lo tanto no se analizaron en las otras fracciones.
La baja recuperacion de zearalenona, no permite asegurar la ausencia de esta toxina.

En la figura V.13, se observan las cantidades de DON en el trigo y las diferentes fracciones,

en funcion del tiempo del proceso de molienda.

Molienda seca

™aq DON

0 0 <« o .4 le 120 140
BerTpo (Mintos)

I—-.—lngo limpio .W hanna —aA-— afrechillo I

Figura V.13 Cantidad de DON en trigo, harina y afrechillo en funcion del tiempo de

molienda

La Tabla V.3 muestra las contaminaciones de DON en trigo sucio, limpio y en las

diferentes fracciones estudiadas.
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Tabla V.3 Resuitados obtenidos en el proceso de limpieza y molienda de trigo.

(experimento 1)

Retencion de DON
DON En relacioén con
Rendimiento n media RSD rango mg por Trigo sucio  Trigo limpio
(%) mgkg % mg/kg 1000 Kg TS % %
Trigo sucio 100 5 586 203 4.2-74 5858 100
Trigo limpio 101 24 241 17.3 1.7-3.1 2435 41.6 100
“Screenings” 1 7 27.37 169 21.4-41.6 274 4.7
Afrechillo 26.05 24 585 289 1683 1523 26.0 62.6
Harina 73.95 24 110 31.3 05619 817 13.9 335

n = nimero de muestras

El 95.2% de DON presente en el trigo limpio se distribuy6 entre el afrechillo y la harina (Tabla
V.3) El trigo se controla cuando ingresa al molino, antes de la limpieza, por lo que es mas

conveniente comparar los resultados en relacion al trigo sucio.

Es ihteresante observar que en la harina, sélo se retiene el 13.9 % de la contaminacién por

DON con respecto al trigo sucio.

El porcentaje de reduccion de DON como consecuencia del proceso de limpieza fue de

58.4%.

El balance de masa de la contaminacién por DON en la molienda seca, se expresa como

[DON ]4 x masalnm = [DON ]Mnm X masa,,n, + [DON ]nﬁ-rdullu X masaaﬁ'rchlllo + p érdida X [D ON ln‘m (1)

rgo
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La masa de trigo se expresa como

masa,,., = Masa,, .., + Masa .., +masa

tngo

+ pérdida 2

agua

y los datos de rendimiento obtenidos en el molino permiten plantear

masa,,,.,, = masa,,., x 0.80 (3)
masa. ., = masa,,,, x0.11 (4)
masa,,, = masa,,,, x0.08 (5)
pérdida = masa,,,, x 0.01 (6)

El reemplazo de los términos de la masa de las distintas fracciones en funcién de la masa de

trigo nos permite obtener la ecuacion

[DON}, ... = ((DON},0mo % 0.8 +[DON],cpiio X 011+ [DON],.,, x 0.01) = reduccién (7)

tngo

Considerando que la planta tiene una pérdida de masa entre 1 a 2 % (basura, piedras, etc),
los valores de la Tabla V.3 y el balance de masa de la contaminacién, se puede afirmar, en
coincidencia con otros autores (Scott y col.1983, 1984; Young y col. 1984), que no hay
pérdida de toxina durante la molienda seca, sino que se distribuye en las diferentes
fracciones que se obtienen (Figura V.14). Es conveniente tener en cuenta que, previo a la

molienda se llevé a cabo una segunda limpieza sobre las que no se tomaron muestras.
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Molienda
4000
3000 r
mgDON 2000 ;
D00 _/‘/
0 v v -
0 20 40 60 80 00 20 -]
tiempo(minutos)
[—O—tn'golin'pio —s— harimade trnigo +afrechilio |

Figura V.14 Cantidad de DON en las muestras de trigo limpio y en la suma del
contenido de DON en las muestras de trigo limpio y afrechillo.

La recuperacién de DON durante el proceso de molienda fue muy consistente luego de un
periodo de estabilizacion como se observa en la Figura V.14, donde se visualiza la cantidad
de DON en cada muestra tomada cada 5 minutos durante la molienda de 13 ton de trigo
limpio, comparado al contenido de toxina en trigo limpio sumado al contenido en harina y

afrechilio.
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La harina obtenida en la molienda seca fue procesada posteriormente para obtener gluten y
almidén (Figura V.1). Los efluentes de la molienda humeda (Figura V.15) no fueron

analizados.

Figura V.15: Efluentes del proceso de obtencion de gluten y almidén
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No se detect6 DON en ninguna de las muestras de almidén (Tabla V.4).

Tabla V.4: Resultados obtenidos en el proceso de produccion de gluten y almidén

DON
Rendimiento n media RSD rango cantidad
(%) mglkg % mg/kg mg*
Harina 100 24 110 313 0519 1100
Gluten 13 9 0.35 16.8 0.2-0.4 45.1
Almidon 65 9 ND - - -
Efluentes 22 NA - - - -

n = numero de muestras
* Basado en 1000 kg de harina
ND = no detectado
NA = no analizado
La concentracién media de la contaminacién por DON en las muestras de gluten fue de 0.35

mg/kg.

El balance de masa para el proceso de molienda himeda es:

”,asahumm = masaglmcn + masaalmid(in (1)
masa,,,,., = masa,,,, x 0.15 (2)
’nasaulnmhiu = masahanna x 0’85 (3)
Balance de la contaminacion.
[D ON ]erma x masahanna = [D ON ]glulen x masaglulcn + [D ON ]almulén x masaalmnldn + [D ON kg uax masaagua
(4)
De las ecuaciones 2,3, y 4 se obtiene:
masa
[D () N ]humm = [D ON ]ghmm x 0‘ 1 5 + [D ON ]almnlﬁn X 0‘85 + [D ON ]agua x o (5)
masahamm

La concentracion de DON en el agua de lavado se obtiene por diferencia. Se corrigieron los
datos obtenidos de contaminacion del gluten, teniendo en cuenta una recuperacion de 85%y
los datos de harina considerando la recuperacion de 94%. Este balance permite afirmar que
el lavado con agua durante el proceso, extrae el DON que pasa a los efluentes.
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La retencion de DON en el gluten fue de 0.6% en relacion al trigo sucio y de 4.1% en relacion

a la harina.

Experimento Il:

El efecto de la limpieza es dificil de evaluar por ello se decidi6 realizar un segundo
experimento, en el que se tomaron seis lotes (Tabla V.5); se tomd una sola muestra por lote

y se analizé por duplicado.

Tabla V.5 Lotes analizado para el experimento i

IMuestra namero 1 2 3 4 5 6
|Procedencia : Carcaraiia | Ordoriez Alicia Cafiada de Gomez | La Playosa | Pueblo Murios
|Hurrledad 13,20% 12,80% 11,70% 14,00% 11,90% 12,50%
IPeso H. 76,6 79,3 75,5 75,00 78,4 78,40
Gluten 35,00% 31,30% 38,50% 33,80% 33,70% 36,00%
Proteina 13,48% 12,27% 14,52% 12,85% 13,08% 13,45%
“Falling Number” 413 457 500 365 443 388
Fusarium 3,50% 1,60% 2,60% 3,00% 2,50% 2,70%

Aungue los lotes de trigo sucio, analizados en este segundo experimento, presentaban el
mismo nivel de contaminacién que el trigo analizado en el primer experimento, la reduccion
en la contaminacion de DON durante el proceso de limpieza (9 %, Tabla V.6) fue diferente al
experimento |, cuya reduccién con respecto al trigo sucio se estimé en 58.4% (Tabla V.3). La
diversidad de resultados en relacién con la reduccién de DON durante la limpieza del trigo

fue atribuida a diferentes grados de infeccién por Fusarnium (Seitz y col.. 1985).
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Tabla V.6:Resultados obtenidos en el proceso de limpieza y molienda del trigo
(Experimento ll). Rendimiento en harina = 73.5%.

DON
Retencién de
n media RSD cantidad DON
mg/kg % mg * (%)
Trigo sucio 6 5.7 17 5741 100
Trigo limpio 6 5.2 25 5237 91
Harina 6 1.3 20 940 16

n= nimero de muestras
Basado en 1000 kg de trigo sucio

A pesar de las diferencias mencionadas es interesante destacar que se encontraron valores
similares de retencion de DON en harina respecto de la concentracién en trigo sucio: 13.9

para el experimento | y 16% para Il.

V.4 Conclusion

Este es el primer estudio que cuantifica la retencién de DON en gluten; asi como el primero
sobre la distribucién de esta toxina, durante la molienda en un molino argentino.

Ya que es inevitable la presencia de DON en el trigo cuando las condiciones climaticas son
adversas, estos resuitados aportan una herramienta para establecer los valores de

contaminacion por deoxinivalenol que puedan ser procesados.
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La Tabla V.7, muestra los valores esperables en las diferentes fracciones, a partir del ingreso

de trigo sucio con una contaminacién conocida, basada en los datos del proceso de la planta

de molienda donde se llevd a cabo este estudio.

Tabla V.7: Concentracion de DON en ppm esperable en cada fraccion a partir de
determinada contaminacion del trigo sucio:

Muestra [DON] ppm
trigo sucio 1 2 3 5 10
trigo limpio 0.41 0.82 1.23 2.06 411
Harina 0.19 0.38 0.56 0.94 1.88
afrechillo 1.00 2.00 299 4.99 9.98

gluten 0.06 0.12 0.18 0.30 0.60
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TAPAS DE EMPANADAS

VI1.1. Introduccion

Como se discutié en 1.1, el deoxinivalenol es una micotoxina que se encuentra
frecuentemente en alimentos, especialmente en aquellos elaborados a base de
cereales. Ciertos productos tales como la harina de trigo son susceptibles a
estar contaminados con este metabolito secundario, ya que los hongos

capaces de producirlo (ej. Fusarium graminearum) se aislan frecuentemente

del grano entero y en los subproductos de aquel.

Se ha mostrado que productos de panaderia estan frecuentemente
contaminados, por ej. en la tabla VI.1 y VI.2. se ven ejemplos de los valores de

contaminacién por DON obtenidos en distintos productos de consumo masivo

en Argentina.

Tabla VI.1. Contaminacién por DON en diferentes productos de panaderia

expresado en base seca (Pacin y col.;

1997)

Sobre muestras

positivas (ug/kg)
Muestras promedio | Mediana
Productos |contaminadas/total| (ug/kg) (pg/kg) Minimo Maximo

Medialunas de

manteca 8/8 453.1 399.5 326 648
Medlalunqs ;’q

A/8 77. 29. 336 563

e HE_ . Q. 20

Figazas 8/8 851.4 387.0 212 2800

Pan francés 10/12 263.2 294.0 198 436

Pan casero 4/4 326.5 326.5 269 384

Libritos 4/4 581.0 545.5 210 1023
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Tabla VI.2, Niveles de DON en cerveza
(Molité y col.; 2000)

Muestras ) )

Fecha contaminadas Pron;e?uo Med/larlxa

(total) (ng/mt) (ng/ml)
1997 8/9 51 16
1998 8/26 2 0
1999 6/14 5 0

Debido a las costumbres culinarias, que varian de pais en pais, Yy
considerando que en la Argentina se consumen cantidades apreciables de
alimentos elaborados con trigo, es importante establecer cuales procesos son
capaces de disminuir la contaminacion por DON.

Se han realizado estudios sobre el comportamiento del DON durante la
elaboracién de alimentos tales como la panificacién (Neira y col., 1997), y los
trabajos previos mostraron un efecto positivo al aumentar la temperatura de
fermentacién en cuanto a la reduccién de DON (ver tabla VI.3.):

Tabla VI.3. Reduccién de la contaminacién (%) de DON para pan francés y para pan de
Viena a distintas temperaturas y tiempos de fermentacién (contaminacién inicial 150
Ha/kg, SD=28. (Samar y col. ; 2000)

Trodepon Temperaurs () "M SIS DO, g Rk 00X
Pan francés 30 30 146 17 0
60 154 5 0
40 23 127 28 15
45 89 15 40
50 20 106 19 29
40 89 5 41
Pan de viena 30 45 153 14 0
90 112 3 25
40 35 120 2 20
70 96 6 36
50 30 76 12 49

60 66 27 56



144

En otro estudio, se evalué la presencia de deoxinivalenol en las distintas etapas
de la fabricacion de tapas de empanadas para horno y para freir, desde las
materias primas hasta el producto final a la fecha de vencimiento, con el objetivo
de evaluar el efecto del procesamiento en la estabilidad de la toxina en una
planta de procesamiento nacional.

El control de los factores de proceso que tienen incidencia directa o indirecta
sobre dicha contaminacién permitira disminuir el contenido de micotoxinas de
los alimentos mas representativos de la dieta, pero no se han encontrado
referencias sobre la influencia del proceso de fritura en particular, en la
estabilidad y niveles de dicha micotoxina en los productos anteriormente
mencionados.

La tapa de empanada es una masa cruda, achatada y con forma de disco, cuyo
componente principal es la harina de trigo, que se utiliza para la elaboracion de
empanadas. Dicho alimento se prepara con distintos tipos de rellenos que se
envuelven con la tapa y se cocinan al horno, o friendo en aceite.

Se presentan en envases del tipo termoformado cerrados con un film flexible
pero sin ningun tipo de atmoésfera modificada. Cada envase contiene varias
unidades separadas con films de polietileno. El producto debe conservarse
entre 2 y 8°C siendo su vida util de 25 dias. El consumo promedio diario de
tapas de empanada varia entre 135 y 217 gr considerando solamente a los
consumidores segun la encuesta de consumo de alimentos en la poblacién
realizada en la Universidad de Lujan (Pacin y col., 1998).

La Ingesta Diaria Maxima Tolerable Provisional (IDMTP) segun la ultima
actualizacién del JECFA (2001) es de 1 ug/kg p.c./dia, por lo tanto, para una
persona de 70 kg de peso que consuma 217 gr de tapas de empanadas
diariamente, la contaminacién maxima de dichas tapas no deberia superar una
concentracion de DON de 322,6 ug/kg.
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Figura VI1.1. Box plot de la contaminacion de DON en tapas de empanadas
en distintos estadios del procesamiento.

(Pelo, D.; Pacin, A. y Samar; M., Comunicacion personal; 2003)

La masa horneada no presenta diferencias significativas con respecto a la
masa cruda mientras que la masa frita present6 una diferencia significativa con
respecto a la misma masa cruda. Como durante el proceso de fritura la masa
es sometida a condiciones de proceso diferentes que durante la coccién en
horno, en especial en lo que respecta a la temperatura, esta reduccion de la
contaminacion podria deberse a las condiciones del proceso. Pero como el
numero de muestras tanto horneadas como fritas fue reducido, y en algunas
muestras de masa cruda se encontraron valores muy bajos de contaminacion,
no es posible con este unico experimento cuantificar el efecto sobre la toxina.
A partir de la observacidn que se podria producir degradaciéon de la toxina en el
proceso de fritura se diseil® una experiencia a escala de laboratorio para
confirmar esta hipétesis.

E! objetivo de esta parte del trabajo fue evaluar la estabilidad del DON durante
la fritura de masa de empanadas elaborada con harina contaminada por dicha
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micotoxina y evaluar posibles modificaciones en las variables operacionales

que permitan minimizar el nivel de contaminacion.

VI.2. Materiales y Métodos
Vi.2.a. Materiales y reactivos

Vli.2.a.1. Equipamiento

a) Freidora. — Yelmo cilindrica, capacidad 10 litros.

b) Estufa de vacfo. — LAB-Line DUO VAC OVEN Modelo 3610-1

c) Desecador. — Scienceware, Bel-Art Products, Modelo F42025

d) Termocupla calibrada. — CHY 502 tipo K

e) Espectrofotémetro. — Minolta Modelo CM-508d

f) Homogeneizador. — Osterizer

g) Columna de limpieza. —columna Mycosep N° 225 (Romer Labs,

Inc.).
h) Cromatégrafo gaseoso (CG o GC).— Hewlett-Packard Model
5890 Serie Il equipado con un muestreador automatico,

controlador HPG1512 A, mddulo de inyeccion HPG1513A,
detector de captura de electrones (ECD o CDE) y para el analisis
de datos un HP3398A GC-ChemStation.

i) Columna CG.— columna capilar HP-5 (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25
pm espesor de pelicula).

j) Bloque de calentamiento.— bafo de arena equilibrado a 62 + 2 °C

VI.2.a.2. Reactivos

a) Solventes. — grado “cromatografia liquida® metanol, tolueno,
acetato de etilo y acetonitrilo (Merck).

b) Estandar de Deoxinivalenol. —Sigma Chemical Co. St. Lois, MO.

c) 4-(N,N-dimetilamino)-piridina (DMAP). — Sigma Chemical Co. St.
Lois, MO.
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d) Anhidrido Heptafluorobutirico (HFBA). —Sigma Chemical Co. St.

Lois, MO.

e) Bicarbonato de sodio. —solucion acuosa 5% (w/v) (Merck)

f) Catalizador. — 2 mg/ml de 4-DMAP en tolueno : acetonitrilo
(80:20).

VI1.2.b. Métodos

VI1.2.b.1 Elaboracién de las Tapas de Empanadas

Se utilizaron dos diferentes harinas en la preparacién de los discos o tapas de
empanadas:

1. harina naturalmente contaminada por DON (1200 ug/kg).

2. harina no contaminada: se agregé6 estandar de DON para tener una

concentracion de toxina de 260 pg/kg.

La masa se prepard utilizando como ingredientes 500 g de harina, 75 g de
grasa bovina comestible y 207 g agua. Los mismos se mezclaron manualmente
y la masa se colocd en un recipiente plastico, se dejé reposar durante 15
minutos y a continuacion se procedié al amasado para obtener tapas de
empanadas de 10 cm of diametro, 2 mm de ancho y 30 g de peso de
apariencia suave y de consistencia no pegajosé. Paralelamente, y mediante el
mismo procedimiento, se prepararon tapas de empanadas con harina no
contaminada con el objeto de determinar las pérdidas de humedad y desarrolio
de color durante el tiempo de coccion.
La fritura de los discos se realiz6 en aceite vegetal en una freidora con control
de temperatura a diferentes tiempos. Las tres temperaturas fueron medidas
con una termocupla calibrada (169 °C, 205 °C y 243 °C). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado con excepcion del punto inicial y
final de las tapas donde la concentracibn de toxina se analizd por
quintuplicado. Se utilizaron tres muestras de masa no contaminada cocida
como controles negativos y tres muestras de masa contaminada no tratada
(cruda) como controles positivos.
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VI.2.b.2. Determinacion de la Humedad de las Tapas

Se determiné la curva de humedad en funcién del tiempo de coccién a cada
temperatura, utilizando masa no contaminada. De esta manera se pudo
calcular la humedad en los tiempos elegidos de coccion. Conocida la humedad,
se calcularon las cantidades de acetonitrilo y agua necesarios para mantener
una relacion 84:16 durante el proceso de extraccion.

La metodologia utilizada fue la siguiente: Se pesaron 2 g de muestra y se
colocaron en un pesafiltro para su secado en estufa de vacio a 60 °C hasta

peso constante (AP < 0.05%). Las determinaciones se hicieron por duplicado.

VI.2.b.3. Mediciones de Color

Las mediciones se realizaron en ambos lados de las tapas sometidas al
tratamiento descripto en V/.2.a.3.b.

Los calculos se hicieron con el iluminante estandar CIE y las funciones de color
se calcularon a partir de los valores X, Y, y Z mediante las siguientes

ecuaciones:
X Y
x = y =
X+Y+2Z X+Y+2Z
Luminosidad:
Y E
L o =116x( ) -16
, 4X

"= xr15v+32

o9
X +15Y +3Z

u' =13xL x(u' -u')
v =13x L x(v' =)

Saturacion métrica:
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Croma métrico:

Angulo de tono:

Diferencia de color CIE 1976:

AE, = kALa,, + (Aa' )2 + (Ab')Z]l':2

Diferencia de angulo de tono:

. . .\ . 2|4
AHab = kA‘Eab)2 + (ALab) 4: (Acah) ] i
A= diferencia entre la muestra y el estandar ( “tapa”no cocida)
Indice de Browning:

_100x(x-031)
0.172

BR

donde: x =
X+Y+2Z
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VI1.2.b.4. Determinacion del Punto Final de Coccién por
Colorimetria

Las tapas de empanadas no son superficies de cromaticidad uniforme, por ello
se determiné por duplicado el color en ambas caras de las tapas de
empanadas fritas a diferentes tiempos de coccién (4 tiempos) para cada
temperatura (3 temperaturas) y en la masa cruda (total= 26 muestras). Se
calculé la mediana de los valores medidos X, Y y Z de cada lado de las
muestras. Luego la mediana de los dos lados y por uitimo la mediana de los
duplicados de cada tiempo y temperatura. Sobre estos valores se calcularon
las funciones de color.

VI.2.b.5. Analisis de deoxinivalenol (DON)

VI.2.b.5.a. Extraccién y derivatizaciéon

La determinacion de DON se realizd sobre las muestras que fueron conservadas
a —18°C hasta el momento de ser analizadas.

La extraccion de las muestras se realizé segin como lo describié Trucksess y
col. (1996) con pequenas modificaciones. Se pesaron 25 g de los discos de
empanadas y se colocaron en un vaso de licuadora a la cual se adicion6 a
continuacién 100 mi de una mezcla de acetonitrilo : agua (84:16). La cantidad
de agua que se agregé6 a dicha mezcla se calcul6 en funcién del contenido de
humedad de las tapas. Se procedié a la extraccion mediante licuado durante 3
minutos.

La limpieza y extraccidn se realiz6 para las muestras con contaminacion natural
(1200 ug/kg) como se describe a continuacién: 8 ml del extracto de cada una
de las muestras se colocé en un tubo de cultivo de 8x15 mm y se pasaron
sucesivamente 4 porciones de 0.5 ml a través de una columna Mycosep 225
(Romer Labs. inc., MO, USA).

Para determinar |la recuperacién de DON de las tapas de empanadas se trabajé
con dos niveles de contaminacién y un control de masa no contaminada por
triplicado.



151

Los resultados obtenidos figuran en la tabla VI.4.

nivel de contaminacién % Recuperacién
ng/kg masa cruda masa cocida
50 ND ND
300 88% + 20 74% + 13

Tabla VI1.4. Recuperacion de DON

Como se puede observar, el método no permite trabajar a niveles bajos de
contaminacién (baja sensibilidad, altos limites de deteccidn y cuantificacién).
Debido a que la presencia de aceite disminuye la recuperacion en la masa
cocida, se realizaron diversas pruebas para mejorar la recuperacion. Se prob6
realizar una extraccion con hexano del extracto de acetonitrilo : agua; una
extraccion con hexano previo al agregado de acetonitrilo : agua; y se probaron
diferentes columnas de limpieza. Se observé que las mejores recuperaciones
para bajas contaminaciones se consiguen con una columna de inmunoafinidad,
y esta metodologia se aplicé sélo a las tapas contaminadas por agregado de
toxina con niveles equivalentes a 260 pg/kg. Las columnas de inmunoafinidad
no se pudieron aplicar a contaminaciones mayores (1200 ug/kg) debido a que
era superada la capacidad de retenciébn de la columna a esos niveles de
contaminacion. ‘

Por ello la extraccion (para las tapas que presentaban baja contaminacion
inicial de la harina utilizada como materia prima en su fabricacion) entonces se
realizé de la siguiente manera:

Se pesaron 25 g de los discos de empanadas y se colocaron en un vaso de
licuadora a la cual se adicion6 a continuacién 100 mi de agua con 5 g de PEG.
Se procedi6é a la extraccion mediante licuado durante 1 minuto. Se filtra por
papel de filtro tipo Whatman N°1 y por filtro de microfibra antes de pasar por la
Columna de immunoafinidad Vicam. Se aplican 2 mi del filtrado en la columna
manteniendo un flujo constante de 1 gota/ seg. Se lava con 5§ ml de agua
destilada manteniendo un flujo de 2 gotas por segundo. Se deja eluir
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completamente el liquido de lavado y se eluye la toxina con 1.5 ml de metanol

manteniendo un flujo constante de 1 gota por segundo.

Los extractos obtenidos por ambas metodologias se llevan a sequedad con
vacio en un bafio de agua a 60 °C y se almacenaron a -18 °C.

Los extractos secos fueron derivatizados como fuera descripto por Croteau y
col.(1994). En la figura V1.2 se muestra un diagrama de flujo de la metodologia

utilizada.

. Muest 2 + 100 mt CH,CN:H,O 84:16
Extraccion -* uestra (25g) + 100 m! CH,CN:H,

Blender 3 minutos.

Clean up IDON]= 1220 ygkg : Columna Mycosep#225
[DON]= 260 gkg : Columna de imunoafinidad

Disolver el residuo en 100 ml de tolueno/acetonitrilo

-(95:5)(2mg/ml 4-DMAP). Agregar S0 pl de 4cido
Derivatizacién heptafluorbutirico (HFBA). 60°C en bafio de arena,
20minutos, + 1 ml de NaHCO3, 5%, + 400u) de
tolueno. Inyectar 2 ul.

Deteccié CG
. . HP 5890 Seriell
Cuantificacion | coiumna: HP-5, 30m x 0.25 mm di, 0.25
pm (espesor de film).
Detector de captura de electrones.

Figura VI.2. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para el analisis
de DON por Cromatografia Gaseosa

La separacion cromatografica fue realizada de acuerdo a lo descripto en el
punto IV.2.d.3. (LOD= 9 pg/kg, LOQ= 12 pg/kg). La cuantificacion de las
muestras se realiz6 mediante el método de estandar externo, con curvas de
calibracidén construidas en rango de 40 a 100 pg de DON inyectados.
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VL.3. Resultados y discusion

Se midio6 la variacion de la temperatura del aceite durante la coccién de las
tapas de empanadas con la termocupla calibrada, que en el rango de trabajo
tiene una precision de + 0.1°C. Esta medida se realiz6 a las tres
temperaturas elegidas, para la coccibn de 14 muestras de tapas de
empanadas a cada temperatura de trabajo (total 42 muestras), durante el
tiempo de coccion establecido para cada una. El tiempo inicial corresponde a
la introduccion de la muestra en el aceite. En la figura VI.3 se observan las

variaciones obtenidas para cada temperatura.

Figura VI.3.:Temperatura del aceite durante la fritura
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Las curvas de humedad obtenidos se presentan en la figura VI.4.
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169°C y=-0.0043x +3.1177
R =0.98

In humedad
N

0 v + v
0 100 200 300 400

tlempo (segundos)

205°C  y=-0.0145x +3.1692
R =0.99

In humedad
O = N W F-S

0 50 100 150 200

tiempo (segundos)

243°C y =-0.0272x + 3.1414
R =099

—

In humedad
QO = N W &

0 20 40 60 80
tiempo (segundos)

Figura VI.4. : Variacién de la humedad en funcién del tiempo de cocciéon
para tapas de empanadas a distintas temperaturas de coccion.

Se estudi6 la cinética de pardeamiento midiendo la evolucién del color de la
fritura para establecer el tiempo final de coccion a cada temperatura de
acuerdo al desarrolio de color. En la figura VI.5 se observan tapas de
empanadas con distinto grado de coccién.
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6 7 8 9 10

Figura VL.5. : Color adquirido por las tapas en los distintos tratamientos
aplicados

masa cruda no contaminada

masa cruda [DON]= 1000 ug/kg

masa cocida no contaminada, 15 minutos a 169°C

masa cocida contaminada, 2.5 minutos a 205°C

masa cocida contaminada, 1 minuto a 243°C

masa cocida contaminada, 0.5 minutos a 169°C

masa cocida contaminada, 2 minutos a 169°C

masa cocida contaminada, 5 minutos a 169°C

© 0 N o A G N =

masa cocida contaminada, 9 minutos a 169°C

10. masa cocida contaminada, 15 minutos a 169°C

Vil.3.a. Efecto del Tiempo de Tratamiento Sobre el
Desarrollo del Color a las Tres Temperaturas de
Cocciodn: Cinética de la Reacciéon de Pardeamiento.

Se midié el color de acuerdo a lo descripto en el punto VI.2.b.3 y las funciones
de color calculadas fueron graficadas en funciéon del tiempo de coccién a las
tres temperaturas estipuladas en el disefio experimental (figura VI.6).
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Figura V1.6: Funciones de color calculadas a partir de las lecturas
colorimétricas realizadas en las tapas de empanadas vs tiempo de
coccion.

En la figura VI.7 se grafico la saturacién métrica s,, en funcién del tiempo a las
tres temperaturas de trabajo utilizando como valores de referencia ugy vo los
valores de masa cruda. La s,y es una funciéon de color adecuada para describir
los cambios de color durante el pardeamiento no enzimatico en soluciones

acuosas (Petriela y col ,1985).

s, =13u' ~u, ) +(v'—v0)2? /

donde
o = 4X
X +15Y +3Z
o
X +15Y +37
0.7 - (]
0.6 243°C
Suv - .
- n
057 & " 205°C -
0.4 169°C
0.3
0.2- . .
] n
0.11
004 @ .
'01 1 M T M L} M | v 1 v 1
0 2 4 6 8 10

tiempo (minutos)
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Figura Vi. 7: Efecto del tiempo de tratamiento sobre el desarrollio de
color expresado como S, a las tres temperaturas de coccioén

La curva obtenida del grafico s, en funcidn del tiempo parece indicar que hay
contribuciones de diferentes ordenes de reaccion lo que resultaria en un orden
fraccionario. La ecuacion de Boltzman y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
ajusta adecuadamente los puntos experimentales obtenidos a las tres

temperaturas, segin se muestra en |a tabla Vi.5.

Sigmoidal(Boltzman) fit to Data243
Chisgr  0.00182

Init(A1) -3.8163 31.7

Final(A2) 0.68199 0.0884

XatY50(x0) -0.50895 2.88
Width(dx) 0.29686 0.269

XatY20 -0.92048
XatY80 -0.09742

Sigmoidal(Boltzman) fit to Data205
Chisqr

Init(A1) -4.5845

Final(A2) 0.93126

XatY50(x0) -2.7445
Width(dx) 1.7157

XatY20 -5.12291
XatY80 -0.36609
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Sigmoidal(Boltzman) fit to Data169
Chisqr  7.06777E-4

Init(A1)  0.017087 0.0235

Final(A2) 0.50759 0.0402

XatY50(x0) 5.2678 0.446
Width(dx) 0.77961 1.09

XatY20 4.18699
XatY80 6.34852

Tabla VI.5. Ajuste de la ecuacion de Boltzman

Se decidi6 utilizar esta funcién para el calculo de la Energia de activaciéon pero
se prefirio, tal como se observa en la figura VI.8, el AE para el célculo del
tiempo final de coccién debido a la linealidad de esta funcién respecto a la
temperatura, ya que la variacion de color durante la fritura de las tapas de
empanadas se encuentra sobre la misma curva de desplazamiento cromatico,

tal como se ve en la figura V1.9
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Figura VL. 8: Variacion de la energia de activacién a las distintas
temperaturas
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FiguraVl. 9. Curva del desplazamiento cromatico durante la fritura

de las tapas de empanadas.

Se definié el color del punto final de la coccidon como el correspondiente a un

AE de 35.3 (SD=0.8) respecto al color de la masa cruda.

Se determiné la pendiente del grafico en la zona de crecimiento rapido : (figura
VI 10)

Figura VI. 10: Dependencia de la velocidad de pardeamiento con la

temperatura
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La Energia de activacion obtenida (Ea= 61.8 kcal/mol) es mayor que la
esperada para reacciones de pardeamiento no enzimatico (30 — 40 kcal/mol).

V.3.b. Efecto del Tiempo de Tratamiento Sobre la
Reduccién de DON Durante la Fritura

Se presentan los datos de reduccién de DON por el proceso de fritura
conjuntamente con el desarrollo del color y la pérdida de humedad (figura
Vi.11)
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Figura VI. 11. Efecto de la temperatura de coccion sobre las variables
medidas

La reacciébn de reduccién de DON no presenta una cinética sencilla. Al
progresar la reaccién, la velocidad desciende mas rapidamente de lo que se
podria esperar. Este descenso puede significar que algan producto intermedio
de esta reaccion o de la reacciéon de pardeamiento provocéd alguin tipo de
inhibicion. Este efecto es mas pronunciado a concentraciones mas elevadas.
En nuestro caso no podemos determinar el orden de reacciéon, ya que
deberiamos utilizar el método diferencial aplicado a datos correspondientes a
diferentes concentraciones iniciales. Sin embargo, se cuenta con sélo dos
concentraciones, una de contaminacién natural y la otra agregada, que pueden
presentar diferentes comportamientos.

Los valores de DON encontrados en la masa cruda son significativamente
diferentes de los valores encontrados en la masa tratada a 169°C (p=0.028), a
205°C (p=0.051), y a 243°C (p=0.15) a pesar de no ser significativa la
diferencia, existe una tendencia a la disminucion de la contaminacion.
Comparando los valores encontrados en los tratamientos a 169°C y a 205°C
entre si, se concluye que los promedios son significativamente diferentes, tal
como se observa en la figura VI.12, donde se representan los valores de
contaminacién determinados a tiempo inicial y final para las distintas

temperaturas.



165

400 -

1 T 1 T

masa cruda 169°C- 15 min 205°C-2.5min  243°C- 1 min

Figura VI. 12: Box plot de la contaminacion medida a tiempo inicial y

tiempo final a las tres temperaturas (concentracion inicial = 1226 ng/kg)

El porcentaje de reduccién fue en promedio de 28% para el nivel de 1220 ug/kg
y 66% para el nivel de 260 pg/kg, cuando la masa fue cocida a 169°C.

V1.4. Conclusion

Durante la fritura de masa de empanadas se observé una reduccién de la
contaminacion por DON que parece ser dependiente de la concentracién inicial
de la toxina; esta hipotesis no pudo ser confirmada debido a que un ensayo fue
realizado sobre muestras contaminadas naturalmente y el otro sobre harina
libre de contaminacion, a la que se le agregé toxina.
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De los resultados obtenidos se concluye que es conveniente freir las tapas de
empanadas a la menor de las temperaturas ensayadas para obtener una
disminucion mayor en la contaminacion de DON.

El conocimiento de la reduccion de la contaminacién por DON en este
proceso, en conjunto con el conocimiento de la contaminacién de la harina y el
consumo de empanadas por la poblacién, permitira estimar la contribucion que
este consumo tiene en la ingesta tolerable diaria de esta micotoxinay aportar

datos para la evaluacién de la exposicion de la poblacién a la ingesta de DON.
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Vil. CONCLUSIONES

©

Las tendencias identificadas en los métodos analiticos para la determinacién de
tricotecenos muestran que la cromatografia gaseosa con detector de captura de
electrones o la cromatografia en capa delgada para DON son las mas

adecuadas.

Con respecto a los tricotecenos tipo A, el método de cuantificaciéon obligado es
la cromatografia gaseosa con detector de captura de electrones o con detector
de masa.

Estas metodologias son imprescindibles para los niveles que se consideran
necesarios para la estimacién de la exposicion (limite de cuantificacién no
mayor que 50 upg/kg para deoxinivalenol y menor que 10 upg/kg para
tricotecenos tipo A).

Otras tendencias detectadas para la cuantificacion son la limpieza de los
extractos con columnas Romer #225 (o en un envase con mayor masa de
relleno Romer #227) y acetronitrilo : agua en una relacién 84 : 16. como sistema

de solventes mas adecuado para la extraccién.

El método analitico aplicado, que presentd bajos valores de Horrat, permitié
determinar la dependencia del error analitico con la concentracién del DON.

A través de los estudios de variabilidad, se determinaron por primera vez en el
ambito mundial las funciones de distribuciéon que representan la contaminacion
por DON del afrechillo, harina de trigo y gluten.
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Los resultados adquieren gran relevancia para el trigo, ya que la funcién de
distribucion encontrada representa los datos de contaminacién por DON en el
trigo argentino.

Otro aspecto relevante, es que estos resultados facilitan la discusion de
estrategias para reducir la variabilidad asociada a la determinacion de DON en
trigo, afrechillo, harina de trigo y gluten y posibilitan el desarrollo de adecuados
planes de muestreo.

Este es el primer estudio que cuantifica la retencion de DON en gluten,
demostrando que el DON no es detectado en el almidén. El DON se distribuye
durante la molienda seca entre las diversas fracciones, en tanto en la molienda
himeda se observa una reduccién, que se supone es la consecuencia de la
extraccion de la toxina por las aguas de lavado. Por esta razén partidas de trigo

muy contaminadas podrian ser derivadas para la obtencién de gluten y almidén.

Durante la fritura de masa de empanadas se observé una reducciéon de la
contaminacién por DON y los resultados obtenidos permiten concluir que es
conveniente trabajar a la menor temperatura de las ensayadas para obtenerse

una mayor degradaciéon de DON.

El conocimiento de la reduccién de la contaminacion por DON en este proceso,
en conjunto con el conocimiento de la contaminacién de la harina y el consumo
de empanadas por la poblacion permitira estimar la contribucion que este
consumo tiene en la ingesta tolerable diaria de esta micotoxina y colaborar en la

evaluacién de la exposicion de la poblaciéon a la misma.

Maria Margarita Samar Silvia Liliana Resnik
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IX. ANEXO
TABLAS DE DATOS MOLINO
Trigo Limpio
tiempo Concentracion de deoxinivalenol (ug/kg)

(minutos) 1 2 3 4 5 6 media DS CV%
5 1813 2089 2031 2189 2122 1687 1988 19 9,8

10 2077 2027 2049 2077 2146 2120 2083 4 2,1
15 1188 2303 1958 609 1819 1738 1602 607 37,9
20 1174 1938 2030 758 1895 1458 1542 505 32,8
25 1208 1834 1589 1307 1548 1539 1504 222 14,7
30 1113 1973 2108 732 1919 1784 1605 552 344
35 1697 2374 2195 759 2066 1773 1810 §78 31,7
40 1510 1896 2074 1106 1853 1528 1661 350 21,1
45 1741 2343 1878 1229 2168 1290 1775 452 25,5
50 1621 2036 1883 906 1710 1494 1592 395 248
55 1382 2153 1821 1017 1176 1764 1552 433 27,9
60 1457 887 1632 1126 1515 1674 1365 297 21,7
65 1938 2134 15852 1337 1601 1915 1746 297 17,0
70 1897 2224 2263 1452 1600 1932 1894 325 17,2
75 1813 2223 2132 2126 2257 2392 2157 195 9,0
80 2173 1859 2251 2071 1834 2201 2065 179 8,7
85 2172 2278 2052 2137 2142 1985 2128 101 4,7
90 2351 2088 3345 1859 1763 1892 2366 662 28,0
95 1867 2525 2598 1411 2144 1740 2047 463 22,6
100 2121 2944 3293 1658 1786 1970 2295 666 29,0
105 2128 2684 3153 2011 2342 2483 2467 414 16,8
110 2124 2936 2671 2175 2789 2011 2451 394 16,11
115 2287 2784 2969 1902 2346 1620 2318 510 22,0
120 1729 3152 3059 1968 2081 1624 2269 669 29,5

Gluten
tiempo Concentracion de deoxinivalenol (ug/kg)

(minutos) 1 2 3 4 5 6 media DS CV%

30 167 170 208 181 181 18 10,2

60 169 227 271 253 206 235 227 36 15,9

90 208 283 258 284 291 279 267 31 11,6

120 259 272 252 342 315 323 294 37 12,7

150 299 306 318 403 302 396 337 49 14,4

180 279 275 388 296 339 349 321 45 14,0

210 449 304 316 363 423 341 366 58 16,0

240 303 285 290 265 285 299 288 13 4,6
270 364 374 365 348 358 416 371 24 6,4
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Afrechillo
tiempo Concentracion de deoxinivalenol (ug/kg)

(minutos) 1 2 3 4 5 6 media DS CV%
5 1098 1240 1460 1405 880 1610 1282 265 20,7
10 1975 1771 2178 1917 2143 2036 2003 150 7,5
16 2904 2730 2524 2814 2325 2015 2552 336 13,2
20 3006 3088 2908 3071 3237 3673 3164 272 8,6
25 3885 3391 3528 3960 3710 3637 3685 214 58
30 5270 4381 4296 4881 4254 4839 4653 407 8,7
35 4948 4903 3922 3784 4752 3613 4320 611 14,1
40 4087 3814 4456 4875 3567 4093 4299 573 13,3
45 5284 4501 4924 5016 4195 5175 4849 419 8,6
50 4670 4667 4303 4768 4683 4962 4675 214 4,6
55 6067 6156 5742 65604 5513 6303 5898 322 5,5
60 4375 4824 4277 5149 5276 5875 4963 600 12,1
65 4890 6235 5185 5688 5122 5097 5370 500 9,3
70 4510 5299 5040 6703 6034 6283 5645 831 14,7
75 5905 6886 5995 6708 6856 7280 6605 542 8,2
80 4795 6006 4918 6263 65651 5579 5535 582 10,5
85 5790 6397 65654 4933 635 6632 5960 629 10,6
90 6474 6383 5493 7780 6131 4770 6172 1015 16,4
95 6518 6652 6259 5080 4294 5928 5788 923 15,9
100 3433 65918 5335 3664 5707 3594 4609 1162 25,2
106 4471 5174 4628 3617 5016 4134 4507  §75 12,8
110 4489 3881 4081 3854 4290 4606 4200 314 7.5
115 6920 6039 4575 6087 6149 5172 5824 825 14,2
120 7308 4685 4500 5433 4836 7584 5724 1373 24,0
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Harinas
tiempo Concentracion de deoxinivalenol (ug/kg)

{minutos) 1 2 3 4 5 6 media DS CV%
5 458 815 615 501 561 464 567 135 23,8
10 408 679 591 426 329 363 466 138 29,6
15 409 732 525 799 342 413 537 188 35,0
20 983 656 522 657 815 1130 794 228 28,7
25 853 692 549 772 890 981 789 154 19,5
30 967 958 585 949 1135 1111 951 197 20,7
35 791 803 658 764 1091 910 836 148 17,8
40 929 716 742 916 1089 1309 950 223 234
45 1152 1088 807 1073 1268 1324 1118 182 16,3
50 1087 912 829 1210 1173 1280 1077 171 158
55 941 660 616 621 945 1082 811 203 25,0
60 805 676 771 721 913 926 802 101 126
65 1019 798 741 859 1151 1171 957 184 19,2
70 1062 914 617 847 1078 1221 956 212 22,2
75 976 984 711 904 1230 1302 1018 217 21,3
80 1093 1022 825 1061 1187 1257 1074 149 13,9
85 1190 1049 927 1008 1322 1368 1144 178 15,6
90 1168 1135 908 931 1366 1331 1138 192 16,9
95 822 1182 837 1126 945 1012 987 148 15,0

100 882 853 895 770 809 808 836 48 58
105 747 881 1160 1153 1479 1423 1139 289 254
110 1636 1456 1773 1557 1968 1628 1653 188 114
115 1923 1431 1389 1520 1461 1393 1520 204 13,4
120 1992 1664 1646 1902 1577 1603 1731 1713 10,0

VARIABILIDAD ANALITICA

muestra  pg/kg
repeticion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 mean SD CV%

areas 17570 17801 17730 17147 16879 15915 16642 16523 16529 17323 17006 614 4
alturas 17656 18591 18107 17492 17324 16042 17400 16991 16898 18049 17455 719
dreas 2823 2861 2909 2741 3040 2684 2824 3035 2953 2874 122
alturas 2617 2660 2789 2722 2843 2680 2833 2811 2750 2745 81
areas 2664 2412 2540 2660 2625 2632 2484 2494 2717 2728 2596 107
alturas 2482 2395 2513 2450 2446 2349 2308 2368 2496 2574 2438 82
areas 968 986 1052 1007 1052 1032 1092 1071 1037 941 1024 48
alturas 973 967 1087 1001 1036 923 1081 1086 1048 934 1014 63
areas 540 526 558 516 572 558 569 563 586 608 560 27
alturas 555 550 561 536 609 608 612 581 674 621 591 42

DDA WWNN=2 -
N, wh WA




HUMEDAD DE TAPAS DE EMPANADAS

191

peso (g) peso (g)
peso 72 peso
muestra Temp tiempo | crudo | cocido peso tara horas |muestra; seco
70 masa cruda| 39,233 |37,1092| 38,6391 | 2,1238 | 1,5299
71 masa cruda
72 169 0.5’ 30,9 34 101,746 (99,6704 | 101,2959 | 2,0756 | 1,6255
73 169 0.5 29,2 32,4 | 99,8846 (96,6011 | 98,4537 | 3,2835 | 1,8526
74 169 2 29,4 31,1 | 96,1022 |194,5139| 95,9021 | 1,5683 | 1,3882
75 169 2 30 316 [103,5467]101,913|103,3385| 1,6342 | 1,426
76 169 5 288 30,6 | 99,3573 {97,6203| 99,3498 | 1,737 |1,7295
77 169 5 30,8 30,1 | 98,9876 [97,1354| 98,8664 | 1,8522 | 1,731
78 169 9’ 29,8 28,8 [ 43,0037 |41,0558| 43,0037 | 1,9479 | 1,9479
79 169 9 30,3 31,2 | 61,3495 | 58,4752 | 61,3806 | 2,8743 | 2,9054
80 205 10seg | 30,6 317 98,109 [95,7138| 97,6743 | 2,3952 | 1,9605
81 205 10seg | 29,6 31 103,3601[101,476 | 102,9461 | 1,8841 | 1,4701
82 205 0.5’ 30,4 30,7 | 55,6172 153,4525| 55,257 | 2,1647 | 1,8045
83 205 0.5 29,8 30,4 |[103,3445(101,654]103,0719( 1,6908 | 1,4182
84 205 1.6 29,4 27,9 | 40,5175 |38,3924 | 40,3957 | 2,1251 | 2,0033
85 205 1,6 27,7 0
86 205 2.5 28 98,0502 | 96,576 | 98,0087 | 1,4742 | 1,4327
87 205 2.5 28 26 102,519 [100,702]102,5121| 1,8169 | 1,81
88 243 5 28 31,4 [102,4096)99,8857 | 101,9128 | 2,5239 {2,0271
89 243 5
90 243 207 28,4 29,2 | 62,3271 |60,6825| 62,1689 | 1,6446 | 1,4864
91 243 30 31 31,4 | 40,0228 | 37,6479 39,7513 | 2,3749 | 2,1034
92 243 40" 29,1 28,4 | 109,129 | 107,032 108,7931] 2,0975 | 1,7616
93 243 407 29,8 30 39,7197 |37,5681| 39,4239 | 2,1516 | 1,8558
94 243 60" 29,6 28,2 [ 62,0502 | 59,903 | 61,8145 | 2,1472 [ 1,9115
95 243 60" 28,8 27,6 | 59,8655 {57,1925] 59,7469 | 2,673 | 2,5544
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TIEMPOS DE COCCION DE LAS TAPAS DE EMPANADAS

Tapas

Temp tiempo [muestra
°C minutos Numero

cruda 70

0,5 72

0,5 73

169 2 74

2 75

5 76

5 77

9 78,

9 79

10 80

10 81

30 82

205 30 83

90 84

150 86

150 87

5 88

20 90

243 30 91

40 92

40 93

60 94

60 95

MEDICION DE COLOR DE TAPAé DE EMPANADAS

Muestra =70
lado 1 lado 2
X y z X y z
1 53,07 55,29 40,3 1 51,63 53,75 38,63
2 52,38 54,6 39,78 2 51,71 53,82 38,8
3 51,5 53,65 39,1 3 51,71 53,97 38,69
4 51,59 53,73 39,12 4 50,48 52,53 37,39
5 51,83 53,98 39,3 5 51,73 53,89 38,99
6 51,72 53,83 39,08 6 51,17 53,23 38,16
7 51,63 53,77 39,91 7 50,65 52,69 37,63
8 51,83 53,96 38,77 8 51,04 53,1 38,17
9 50,03 52,056 36,93 9 50,97 52,98 37,58
10 51,29 53,4 38,53 10 51,06 53,13 37,94
media 51,69 53,83 39,08 51,22 53,31 38,19
mediana 51,68 53,80 39,11 51,12 53,18 38,17
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Muestra =72
lado 1 lado 2
X y 2 X y 2
1 29,49 31,01 20,79 1 31,94 33,56 24,56
2 22,96 23,84 14,41 2 31,44 32,89 25,21
3 28,6 29,85 20,48 3 34,2 35,99 24,32
4 27,8 29,12 19,75 4 32,88 34,39 22,86
5 26,63 27,75 18,76 5 34,83 36,53 25,37
6 35,11 36,85 26,71 6 23,81 24,62 14,81
7 31,75 33,47 24,06 7 27,47 28,67 20,3
8 31,89 33,64 22,71 8 26,33 27,49 18,9
9 23,44 24,37 16,62 9 22,35 23,22 16,32
10 25,85 26,85 17,48 10 25,33 26,55 20,1
media 28,35 29,68 20,18 29,06 30,39 21,18
mediana 28,20 29,49 20,12 29,46 30,78 21,58
Muestra =73
lado 1 lado 2
X y z X y 4
1 31,66 38,08 22,53 1 32,3 33,98 25,74
2 32,3 33,78 19,84 2 29,38 30,74 22,62
3 33,77 35,36 25,29 3 28,92 30,38 23,06
4 36,26 38,07 26,56 4 28,82 30,08 19,38
5 28,34 29,57 18,31 5 32,15 33,62 24,51
6 33,07 34,5 22,82 6 28,02 29,24 21,14
7 32,08 33,44 20,71 7 24,4 28,18 15,13
8 25,99 27,15 19,12 8 27,75 28,98 18,02
9 32,94 34,48 25,12 9 249 25,88 17,97
10 31,16 32,75 24,79 10 28,33 29,62 21,6
media 31,76 33,72 22,51 ' 28,50 30,07 20,92
mediana 32,19 34,13 22,68 28,58 29,85 21,37
Muestra =74
lado 1 lado 2
P y z X y z
1 25,57 26,93 17,83 1 40,03 42,18 31,29
2 26,69 27,93 19,37 2 25,11 26 16,45
3 29,45 30,63 20,77 3 41,45 43,57 29,93
4 26,99 28,18 18,79 4 24,25 25,11 16,45
5 37,56 39,52 27,5 5 33,78 35,56 25,31
6 40,85 42,35 32,04 6 42 23 44 47 34,53
7 40,07 42,02 29,11 7 37,21 39,31 29,83
8 43,31 46,04 34,25 8 30,85 32,69 25,13
9 22,41 23,43 15,88 9 42,51 44 84 32,68
10 38,31 40,08 27,47 10 21,27 21,82 13,27
media 33,12 34,71 24,30 33,87 35,56 25,49

medlana 33,51 35,08 24,12 35,50 37,44 27,57
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Muestra =75
lado 1 lado 2
X y 4 X y z
1 30,77 32,28 21,66 1 38,24 39,71 25,75
2 29,09 30,55 21,11 2 33,21 34,61 22,64
3 28,53 29,8 20,07 3 24,53 25,18 15,23
4 42,34 44,89 33,49 4 30,4 31,76 21,43
5 42,19 44 .67 33,12 5 43,61 45,99 34,06
6 30,49 32,32 23,71 6 31,14 32,65 23,25
7 24,44 26,02 30,29 7 41,86 43,92 29,82
8 29,9 31,62 24,39 8 32,86 34,08 22,06
9 18,14 19,09 15,06 9 18,58 18,92 10,95
10 16,84 17,53 11,72 10 32,42 33,4 20,47
media 29,27 30,87 23,46 32,69 34,02 22,57
mediana 29,50 31,04 22,69 32,64 33,74 22,35
Muestra =76
lado 1 lado 2
X y 2 X y z
1 24,53 24,74 12,79 1 20,96 21,16 11,39
2 12,07 12,19 6,22 2 33,07 34,21 20,85
3 7.3 7,2 2,92 3 26,41 26,67 14,53
4 4,17 3,97 1,44 4 22,29 22,78 13,44
5 6,43 6,34 2,561 5 12,66 12,64 6,14
6 2,97 2,71 0,78 6 14,22 13,74 5,563
7 5,35 5,63 3,26 7 26,6 26,43 12,85
8 38,31 38,98 20,98 8 17,1 17,63 7,38
9 517 4,87 1,63 9 13,69 13,07 5,24
10 17,92 18 8,91 10 38,84 40,14 24,18
media 12,42 12,45 6,14 ’ 22,58 22,85 12,15
mediana 6,87 6,77 3,09 21,63 21,97 12,12
Muestra =77
lado 1 lado 2
X y 4 X y z
1 43,14 44 47 26,35 1
2 38,58 39,4 22,52 2
3 52,14 53,3 29,48 3
4 46,34 47,82 28,18 4
5 42,58 43,46 24 5 42,75 44 86 31,94
6 4591 47,25 27,6 6 30,81 32,3 22 67
7 34,85 35,56 19,61 7 40,93 41,15 20,31
8 34,79 35,42 20,34 8 34,91 34,92 17,04
9 37,64 38,03 20,37 9 30,36 31,59 21,04
10 44,43 45,26 24,39 10 38,88 40,65 27,99
media 42,04 43,00 24,28 36,44 37,58 23,50

medlana 42,86 43,97 24,20 36,90 37,79 21,86
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Muestra =78
lado 1 lado 2
X y 2 X y z
1 35,19 33,59 14,18 1 20,34 20,37 10,54
2 29,76 28,39 11,93 2 16,08 15,46 6,25
3 22,07 20,52 8,09 3 16,54 15,42 6,27
4 20,08 18,96 7,66 4 24,43 23,68 10,73
5 28,03 26,18 11,07 5 24,94 23,87 9,84
6 33,36 31,79 14,74 6 32,64 33,47 20,62
7 34,69 33,08 14,39 7 25,24 24,58 11,3
8 35,53 33,91 14,1 8 17,42 16,68 7,45
9 32,35 30,41 12,78 9 26,05 25,33 11,4
10 27,95 26,19 11,41 10 23,66 22,37 9,42
media 29,90 28,30 12,04 22,73 22,12 10,38
mediana 31,06 29,40 12,36 24,05 23,03 10,19
Muestra =79
lado 1 lado 2
X y z X y z
1 29,22 27,82 12 1 21,87 20,55 8,6
2 32,79 30,7 12,26 2 25,79 25,01 11,32
3 31,22 29,39 12,14 3 15,41 14,64 6,35
4 30,61 28,66 11,48 4 23,46 22,21 9,31
5 30,82 29,26 11,86 5 18,91 17,71 7,52
6 25,73 23,91 9,81 6 23,28 23,25 12,11
7 25,38 23,71 9,95 7 20,78 19,69 8,88
8 26,52 25,07 10,57 8 21,13 20,49 9,18
9 231 21,98 9,12 9 30,81 29,3 11,64
10 30,99 29,21 12,01 10 24 47 23,31 9,96
media 28,64 26,97 11,12 ) 22,59 21,62 9,49
mediana 29,92 28,24 11,67 22,58 21,38 9,25
Muestra =80
lado 1 lado 2
X y z X y z
1 30,39 31,18 18,04 1 28,5 29,44 17,75
2 34,91 36,68 2574 2 25,01 25,49 14,31
3 29,86 30,95 19,77 3 27,81 28,69 17,85
4 34,63 36 23,37 4 30,32 30,59 17,46
5 27,5 28,02 17,16 5 34,59 35,37 21,39
6 29,65 30,46 19,07 6 32,53 33,48 21
7 32,31 33,13 19,92 7 37,4 38,62 25,02
8 34,11 34,95 20,74 8 25,06 25,65 13,78
9 28,65 29,22 17,21 9 25,4 26,02 15,48
10 27,22 27,77 16,5 10 27,55 28,23 17,29
media 30,92 31,84 19,75 29,42 30,16 18,13
medlana 30,13 31,07 19,42 28,16 29,07 17,61
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Muestra =81
lado 1 lado 2
X y 4 X y z
1 25,95 26,78 15,18 1 30,14 31,29 19,94
2 33,85 35,24 23,34 2 30,41 31,47 19,65
3 35,84 37,32 25,18 3 36,7 38,38 28,46
4 31,29 32,29 18,95 4 39 40,79 30,48
5 39,32 41,21 28,88 5 36,41 37,93 26,5
6 33,93 35,16 23,17 6 40,37 42,23 31,86
7 32,98 34,22 21,05 7 33,97 35,28 23,75
8 37,33 38,99 26,32 8 40,04 41,9 20,73
9 29,13 30,22 19,2 9 32,32 33,51 22,01
10 26,46 27,25 15,43 10 30,64 31,77 19,68
media 32,61 33,87 21,67 35,00 36,46 24,30
mediana 33,42 34,69 22,11 35,19 36,61 22,88
Muestra =82
lado 1 lado 2
X y z X y z
1 45,09 46,88 30,97 1 38,09 38,71 21,09
2 34,57 34,95 20,1 2 32,44 32,79 18,85
3 28,08 27,79 14,13 3 34,05 34,58 19,6
4 33,36 33,28 17,68 4 27,83 28,39 16,55
5 291 2928 15,96 5 30,64 31,75 19,9
6 34,48 35,1 20,06 6 38,42 40,11 28,12
7 40,41 41,82 26,81 7 35,73 36,33 20,37
8 28,79 28,71 14,93 8 31,79 32,17 18,52
9 26,74 26,43 13,66 9 31,38 32,1 19,63
10 38,53 39,73 26,38 10 34 34,71 19,76
media 33,92 34,40 20,07 i 33,44 34,16 20,24
mediana 33,92 34,12 18,87 33,22 33,69 19,70
Muestra =83
lado 1 lado 2
X y z P y z
1 31,55 31,76 16,99 1 38,53 39,83 24,28
2 34,16 35,07 20,78 2 34,72 35,55 21,05
3 33,23 34,18 20,98 3 34,66 35,37 19,72
4 27,12 27,11 14,18 4 36,35 36,6 18,67
5 31,75 32,56 19,13 5 29,73 30,08 16,97
6 31,95 32,48 18,71 6 35,48 36,55 21,78
7 31,29 31,52 16,86 7 33,83 34,12 18,03
8 30,74 31,06 17 8 36,3 37,64 25,95
9 27,03 27,5 16,27 9 33,87 35,75 25,14
10 31,87 32,62 19,74 10 28,33 29,38 18,89
media 31,07 31,59 18,06 34,18 35,09 21,05
mediana 31,65 32,12 17,86 34,69 35,65 20,39
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Muestra =84
lado 1 lado 2
b y z X y 4
1 23,22 11,23 10,35 1 17,54 16,54 6,29
2 11,23 10,35 3,66 2 30,78 29,53 12,36
3 13,24 12,28 4,22 3 41,32 41,39 20,35
4 11,34 10,49 3.45 4 24,95 23,55 9,81
5 10,17 9,37 3,19 5 30,49 29,87 12,96
6 7,61 7,86 4,94 6 27,98 27,68 12,99
7 11,76 11,53 4,99 7 31,17 30,08 12,82
8 4,18 4,28 2,46 8 25,53 27,22 11,85
9 9,73 9,07 3,14 9 32,2 31,38 14,52
10 6,59 6,19 2,2 10 35,46 34,57 15,41
media 10,91 9,27 4,26 29,74 29,18 12,94
mediana 10,70 9,86 3,56 30,64 29,70 12,89
Muestra =86
lado 1 lado 2
X y z X y 4
1 20,24 18,96 7.9 1 10,1 9,27 3,07
2 25,06 23,74 9,27 2 10,74 10,06 3,52
3 23,45 21,45 7,55 3 5,85 5,41 1,81
4 15,94 15,07 5,68 4 9,73 8,97 3,25
5 22,41 20,98 8,35 5 4,75 4,34 1,27
6 19,33 17,92 6,42 6 7,46 7,08 2,89
7 23,3 21,08 6,93 7 10,96 10,33 4,09
8 24,47 22,85 9,47 8 11,83 10,93 3,79
9 25,6 23,86 8,85 9 20,22 19,28 7,4
10 23,64 21,56 7,76 10 9,02 8,39 2,96
media 22,34 20,75 7,82 ) 10,07 9,41 3,41
mediana 23,38 21,27 7,83 9,92 9,12 3,16
Muestra =87
lado 1 lado 2
X y z P y z
1 11,06 9,9 3.5 1 13,5 12,32 4,24
2 14,27 12,76 4,39 2 8,48 7.7 2,55
3 13,92 12,73 4,74 3 5,08 4,78 1,86
4 24,54 22,48 8,11 4 2,28 1,96 0,4
5 26,77 25,4 9,67 5 7,98 7,33 2,51
6 19,07 17,16 5,63 6 8,55 7,66 5,53
7 25,45 24,06 9,19 7 6,42 5,88 2,09
8 12,88 11,57 3,85 8 13,53 12,33 4,33
9 13,25 12,05 4,18 9 9,26 8,57 2,87
10 25,49 23,67 8,31 10 12,13 11,07 3,75
media 18,67 17,18 6,16 8,72 7,96 3,01
mediana 16,67 14,96 5,19 8,52 7,68 2,71
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Muestra =88
lado 1 lado 2
X y z X y z
1 32,79 34,07 20,49 1 31,92 32,95 19,67
2 31,46 32,72 22,49 2 27,43 28,68 17,88
3 31,67 33,28 22,22 3 29,57 29,6 18,23
4 25,17 26,09 15,3 4 26,99 28,01 17,57
5 25,56 26,77 16,57 5 26,16 27,28 16,34
6 22,01 22,76 12,71 6 28,09 29,43 20,09
7 27,14 28,31 17,99 7 26,53 27,66 16,15
8 23,76 24,58 13,41 8 32,02 33,03 20
9 24,63 25,5 14,76 9 28,37 29,67 19,37
10 20,51 21,28 12,17 10 27,34 28,5 17,17
media 26,47 27,54 16,81 28,44 29,48 18,25
mediana 25,37 26,43 15,94 27,76 29,06 18,06
Muestra =90
lado 1 lado 2
X y z X y z
1 25,04 24,5 11,74 1 27,66 26,48 10,77
2 29,74 29,58 14,74 2 23,23 22,3 9,72
3 26,59 26,24 12,91 3 22,2 20,55 8,23
4 17,56 16,43 7.13 4 24,22 22,88 9,84
5 25,26 24,45 11,31 5 29,01 28,39 13,26
6 18,61 17,28 7 6 25,21 23,97 10,09
7 28,9 29,09 16 7 22,55 21,36 8,65
8 18,85 17,97 8,2 8 21,83 20,67 8,62
9 21,91 20,7 8,79 9 18,87 17,44 6,96
10 19,25 17,93 7,65 10 19,39 18,01 7,13
media 23,17 22,42 10,55 ' 23,42 22,21 9,33
mediana 23,48 22,58 10,05 22,89 21,83 9,19
Muestra =91
Jado 1 lado 2
X y z X y z
1 24,41 23,25 9,61 1 24,05 23,16 9,34
2 22,98 21,7 9,47 2 24,04 22,74 9,29
3 18,89 17,92 7.99 3 21,98 20,47 7,43
4 16,09 14,74 5,33 4 23,43 22,35 10,16
5 20,47 19,6 9,12 5 29,12 27,41 11,94
6 24,07 22,67 9,23 6 30,93 30,75 15,64
7 23,03 22,57 10,8 7 19,27 17,54 7.1
8 19,57 12,45 6,5 8 24,78 24,13 10,64
9 23,31 22,11 9,37 9 18,25 17,7 8,03
10 25,77 24,96 11,25 10 22,33 21,27 8,67
media 21,86 20,20 8,87 23,82 22,75 9,83
mediana 23,01 21,91 9,30 23,74 22,55 9,32
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Muestra =92
lado 1 lado 2
X Y z X y z
1 11,33 10,33 3,94 1 22,46 20,76 7,41
2 26,74 24,45 8,29 2 19,77 20,64 15,17
3 19,92 18,65 7,43 3 15,61 14,11 4,55
4 16,5 15,27 6,07 4 20,87 19,76 7,14
5 20,41 19,23 7,62 5 26,37 24,45 9,69
6 13,13 11,97 4,65 6 20,15 13,51 6,3
7 24,31 23,13 9,23 7 22,01 22,94 15,87
8 20,2 18,8 7,03 8 24,89 23,32 9,02
9 22,04 20,61 7,82 9 19,67 20,48 13,54
10 27,32 25,68 9,64 10 24,67 23 8,48
media 20,19 18,81 7,17 21,65 20,30 9,72
mediana 20,31 19,02 7,53 21,44 20,70 8,75
Muestra =93
lado 1 lado 2
X y z X y 4
1 17,63 15,86 5,54 1 23,43 21,59 7,52
2 21,6 19,91 6,83 2 25,25 25,76 156,89
3 12,8 11,69 4,98 3 38,09 38,53 20,26
4 21,57 20,01 7,43 4 24,84 22,81 7,59
5 25,76 23,9 8,35 5 24,05 22,79 8,91
6 25,95 23,99 8,78 6 25,88 23,9 8,17
7 26,46 24,88 9,45 7 26,36 22,75 11,46
8 21,74 18,73 6,39 8 26,26 24,9 9,74
9 20,5 18,14 6,17 9 28,46 26,55 9,7
10 16,85 14,24 4.1 10 27,59 27,25 12,85
media 21,09 19,14 6,80 ' 27,02 25,68 11,21
mediana 21,59 19,32 6,61 26,07 24,40 9,72
Muestra =94
lado 1 lado 2
X y z P y z
1 22,66 20,16 6,52 1 19,14 19,79 11,49
2 13,77 11,99 4,22 2 13,43 13,59 7.89
3 13,74 12,88 4,67 3 13,69 12,26 4,31
4 22,72 20,42 6,51 4 18,07 16,37 5,39
5 19,63 17,72 6,31 5 12,07 10,65 3,28
6 14,87 13,33 5,02 6 19,23 17,21 5,41
7 13,97 12,57 4,02 7 14,78 13,42 4,98
8 17,21 15,35 5,29 8 15,35 13,79 4,92
9 20,49 18,07 5,79 9 31,92 33,2 20,87
10 12,49 17,01 3,44 10 19,97 18,1 6,06
media 17,16 15,95 5,18 17,77 16,84 7,46
mediana 16,04 16,18 5,16 16,71 15,08 5,40
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Muestra =95
lado 1 lado 2
X 'y z X y z
1 15,16 13,63 4,48 1 19,3 16,99 5,35
2 18,97 17,66 5,93 2 16,3 14,11 4,48
3 9,84 8,79 3,52 3 16,86 14,78 4,97
4 11,9 10,57 3.5 4 18,27 16,01 4,94
5 13,46 11,83 43 5 26,76 24,89 9,05
6 12,51 11,23 4,32 6 21,36 19,47 6,73
7 11,67 10,31 4,24 7 16,53 14,25 5,13
8 13,38 12,95 5,89 8 14,36 12,85 4,64
9 8,57 7,81 3,41 9 19,98 17,75 5,75
10 16,41 14,71 4,67 10 18,86 16,59 5,16
media 13,19 11,95 4,43 18,86 16,77 5,62
mediana 12,95 11,53 4,31 18,57 16,30 5,15
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The stability of naturally occurring DON was evalu-
ated during the fermentation stage of the bread-making
process on a pilot scale. Two different products, French
bread and Vienna bread, were prepared with narurally
contaminated wheat flour (150mgkg ') wnder con-
trolled experimental conditions. Dough was fermented
at 30, 40 and 50 C according to standard procedures
emploved in Argentinean low-technology  bakeries.
When the dough was fermented at 50 C, the maximum
reduction was 56% for the Vienna bread, with French
bread being reduced by 41%. DON reduction during
bread-making occurs not only in the bakery due to
thermal decomposition, but also during the ferment-
ation step. The Argentinean traditional bread-making
process might reduce DON levels during the ferment-
ation stages if the dough is leavened at temperatures
> 30 C.

Keywords: deoxynivalenol. detoxification. mycotox-
in. processing

Introduction

Wheat products are the main food consumed by the
population in Argentina and in other South American

*To whom correspondence should be addressed at: Departamento
de Industrias, FCEyN, Ciudad Universitaria. 1428 Bucnos Aires.
Argentina. ¢-mail: sresnik evici.com.ar

countries. According to the Food and Agriculture
Organization (FAO 1991). the Argentineans ingest
343.8 g/person/day of wheat products. Likewise.
Gallo et al. (1992) and Pacin et al. (1998) reported
that wheat products consumption represented 32-
48% of total calories in Argentina.

Deoxynivalenol (DON) is a widespread contaminant
of wheat that has been implicated in animal and
human toxicosis (Bhat er al. 1989. Beasley and
Lambert 1990, Pacin 1992, Prelusky er al. 1994, Nijs
et al. 1997) and most recently in the aetiology of Ig-A
nephropathy (Greene ¢7 al. 1994). Natural occurrence
of DON in wheat and in wheat products has been
reported world-wide (Quiroga er al. 1995, Resnik et al.
1995, Trucksess er al. 1995, 1996, Pacin et al. 1997,
Scott 1997, Yoshizawa and Jin 1998. Pascale er al.
2000).

At present, there is no way to prevent its occurrence
in grains and in some cases there may be increases in
mycotoxin levels in some processed foods (Scott
1998), so considerable work has been undertaken on
reduction processes. either intentional treatments or
normal (ood processing.

Bakery processing has been reported to reduce DON
contamination by some (Abbas er al. 1985, Seitz ¢t al.
1986. Boyacioglu et al. 1993), while others suggested
that DON is highly stable in this process (El-Banna
et al. 1983, Scott er al. 1983, 1984) (table 1).
Morcover. DON appeared to be very stable at
100°C at the pH of the bread (Wolfl and Bullerman
1998).

Neira er al. (1997) observed DON reduction alter
the fermentation step and also after the baking step
in different products manufactured in one low-
technology bakery in Argentina. The aim of the
present study was to evaluate the fermentation
process employed by small bakeries in Argentina
on a pilot scale in order possibly to increase toxin
degradation by manipulation ol f(ermentation
conditions.
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http: www.tandf.co.uk journals
DOI: 10.1080 02652030110051284
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Table 1. References on the effect of bakery processing on DON contamination.
% DON
DON level Fermentation conditions.  remaining after baking
Reference (ngkg™) Baking formula temperatures time (flour = 100%)
El-Banna er al. (1983) 2000 (spiked) 50 g flour’0.7% ycast room temperature. 115
3300 (natural) 0.5% salt 75min

Scott er al. (1983) 4100 102

Scott ¢r al. (1984) 1000-6800 100 g flour 3% yeast room temperature, 107
4% sugar 2% salt 80 min
additives (20 ppm
potassium bromate
Abbas er al. (1985) 300 500 9100  AACC approved method 1983 36-84
Seitz er al. (19806) 220--3200 100 g flour'3.5-5.3% ycast. 30 C 53-64 (220 ppb)
6% sugar’'1.5% salt 90-120 min 70-95 (350 ppb)
3% shortening 0.25 barley malt 66-80 (880 ppb)
50 ppm ascorbic acid 74--90 (880 ppb)
98-113 (2030 ppb)
1235 (3200 ppb)
Boyacioglu er al. (1993) 2900 25.0g Nlour 3% yeast 30 C. 93
5% sugar 2% salt 3h
without additives = 55-110
potassium bromate 110.5
Neira et al. (1997) 1370 traditional bakery recipes 25 C. 78.4 (fermented dough)
5-11h 55.7 (baked product)

Materials and methods

Three different temperatures (30, 40, 50°C), two time
intervals and two different products (French bread
and Vienna bread) were used, and the entire experi-
ment was repeated three times. The initial time (no
fermentation) was used as a positive control and was
repeated twice for each product.

Standards of deoxynivalenol (DON) and T-2 toxin,
heptafluorobutyric anhydride (HFBA) and 4-(N.N-
dimethylamino)-pyridine (DMAP) were purchased
from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA).
LC-grade solvents (acetonitrile, toluene and ethyl
acetate) and sodium bicarbonate were purchased
from Merck.

Compressed yeast cake was purchased from Calsa
(70% moisture and 2 x 10'° cellsg ') and stored at
4°C.

Forty samples of five different brands of | kg wheat
flour units of suitable baking strength were purchased
at various supermarkets of Lujan City during May
1997. Natural DON contamination was found in

35% (14/40) of the wheat flour samples analysed with
a mean for the positive samples of 94 ugkg ' (range of
positives 50-175 ugkg "). No T-2 toxin, HT-2 toxin.
diacetoxyscirpenol, neosolaniol, nivalenol, 3-acetyl-
DON, 15-acetyl-DON, T-2-triol, T-2-tetraol or zear-
alenone were found in any of the flour samples.
Wheat flour contaminated with 150 pgkg ' of DON
was used to prepare the dough.

Dough preparation

Dough was made with the following ingredients.
French bread: flour (14% moisture basis. 100 parts).
water (40°C, 54 parts). malt flour (0.20 parts), salt
(2.00 parts) and yeast (0.16 parts). Vienna bread: flour
(14% moisture basis, 100 parts), water (40°C, 30
parts). fat (5 parts), salt (1.00 parts), sugar (10 parts)
and yeast (2 parts).

Dry ingredients were mixed first, then moistened with
pre-warmed water (40°C) and finally yeast (dissolved
in pre-warmed water) was incorporated. Dough was
mixed manually until held together with a smooth
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appearance and was then placed in a dough mixer for
2h at 10rpm in the case of French bread and for
12min at 42rpm in the case of Vienna bread. After
mechanically  mixing. dough had a non-sticky.
smooth and satiny appearance and optimum handling
propertics. The dough was then punched down and
the ends and sides of the dough were folded Ave times
in the case of French bread and 15 times for Vienna
bread. Final dough temperature was ~24 26 C.

The fermentation step was carried out in a forced
convection oven. After an initial fermentation (10 min
at room temperature covered with a wet sheet). the
dough bulk was divided and scaled. Each loal (mean
40 g) represented 25 g flour. Loaves were fermented at
30. 40 or 50 C and 80% relative humidity. Samples
were stored at —18 C untit DON quantification.

The temperature in the geometrical centre of the toaf

during fermentation was monitored with a calibrated
thermocouple (Termoquar, Argentina) and recorded
al various times.

The doubling time of the loaf of both types of breads
was determined in triplicate for cach temperature.
Loaves were placed in a volumetric flask. which was
scLin the fermentation oven previously adjusted at the
work temperature. Volumes were recorded at diller-
ent intervals of time until three successive volume
mcasurements showed no variation.

Moisture content (mc) of all samples was determined
in triplicate. as described (Pacin et al. 1997). Of each
loaf. 2¢g were heated in a vacuum oven at 60 C until
two successive weight loss measurements. performed
every 2 h. showed <0.05% mec diflerence.

Extraction and clean up of the samples was per-
formed as described by Neira ¢r «f. (1997) with slight
modilications. Samples. defatted with n-hexanc. were
extracted with accetonitrile:water (84:16) (mixture ad-
justed taking into account the water content of cach
sumple) and blended for 3min at high speed with an
Osterizer blender. About 8mi of the extract. pre-
viously filtered through Whatman No. 4 paper. was
placed in an 8§ x 15mm culture tube and three por-
tions of 0.5ml were successively passed through a
Mycosep 2235 column (Romer Labs.. Inc.. MO. USA).
cach transferred to a different tube. evaporated to
dryness in a 60 C water bath under vacuum and
stored at —18 C. Each tube contained nearly 130 mg
Nour-cquivalent.

The dried extract residues were derivatized with
HFBA as described by Croteau er al. (1994) in the

presence of T-2 toxin as internal standard. Briefly. the
catalyst solution of DMAP was added to the dried
extract. vortexed and 50l HFBA was added. The
tube was placed in a heating block at 60 65 C for
20min. Excess of derivatizing agent was destroved
with 1 ml aqueous sodium bicarbonate solution (5%
in distilled water) and 400 pul tolucne was added. After
centrifuging. the upper organic layer (480pul) was
transferred to a vial and stored at —18 C.

Gas chromatography with clectron-capture detection
(GC-ECD) was performed within 3 days of derivati-
zation on a Hewlett-Packard Model 3890 Scries I
equipped with a split splitless injector operating in the
splhitless mode. and a HP Model 3396 integrator. GC
separation was achieved with a HP-5 capillary col-
umn (30m x 0.23mm  i.d. x0.25um thickness of
film). The temperature program consisted of | min
at 80 C. then an increase of 80 -160 C at 30 Cmin '

followed by 160-183 C at 1 Cmin ' and then 183

280 C at 12 Cmin ' (with a 3-min hold). Nitrogen
flow was | mImin '. The temperatures of the injector
and the detector were 250 and 300 C. respectively.
The injection votume was 1 pl. The detection limit was
7ugkg ' on the basis of three times the average
signal-to-noise ratio of the bascline. Each sample
replicate was analysed three times. Average recoveries
of DON from flour and non-lermented dough
samples spiked with 300 pgkg ' were 92% (SD 2.5.
n = 3) and 88% (SD 3.0. n = 3). respectively.

Concentration of DON in ecach loal was converted (o
an cquivalent flour weight basis and the values were
not corrected for recoveries.

Microcal  Origin = statistical  software  (Microcal
Software. Northampton. MA. USA) was used 1o
verify significant differences between treatments by
onc-way analysis of variance (ANOVA) and o per-
form non-lincar fitting.

Results and discussion

In traditional Argentincan bakerics. fermentation is
performed at temperatures in the range 30 -50 C for
variable times. The doubling of the loal volume
indicates the end of the fermentation step. The time
required to fit this objective at the different tempera-
tures was obtained by fermenting the loaves at 30. 40
or 50 C and by plotting volume increase versus time
(figure 1). As it can be scen from the sigmoidal curves
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obtained, there is a short lag period [ollowed by a
rapid increase in volume belore reaching a plateau
that is almost the same at the three temperatures and
represents a triple increase in volume approximately.
The Boltzman equation (1)

A — A
y= ] + o(x—x0)/dx + 42 (l)

where x is time and A4,, A4,, xo and dx are four
constants, fits adequately the points obtained for
volume increase with the French bread dough
(x? = 0.009, 0.006 and 0.005 in the 30. 40 and 50°C
curve respectively).

351 Vienna bread
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Figure 1. Increase of volume during fermemation. Each
point is the mean of triplicate analysis (SD < 0.02).

Another experimental equation, the SRichards2
Model (2)

¥y =dal(l 4 (d = 1)ekx-xa)l/t=d) } "
d#£1

where x is the time and a, d, k and x, are conslants,
was used in the case of the Vienna bread dough
(x> = 0.004 in the three cases). The times selected to
stop lermentation (approximate doubling of the loafl
volume) were 60min at 30°C. 45min at 40°C and
40 min at 50°C in the case of French bread dough,
and 90, 70 and 60 min. respectively, for Vienna bread.
Concentration of DON was analysed at initial time
(no fermentation), at final time (approximately dou-
bling volume of the dough) and at half time of the last
one. The real volume increase calculated using the
equations cited and the times selected for DON
analysis are given in table 2.

The temperature inside the dough in the fermentation
oven at 50°C increased smoothly from the initial 26°C
to nearly 40°C in 60 min (figure 2). When the oven
temperature was 40°C, the temperature increased
from 26 to 34°C inside the dough, while in the oven
at 30°C dough temperature varied slightly between 25
and 27°C in 90 min.

DON levels at different fermentation times, DON
reduction (per cent of change from initial time, mean
of triplicate analysis) and the corresponding standard
deviations (SD) are shown in table 2. DON concen-
tration in French bread fermented at 30°C for 60 min
was not significantly different than the initial level
(p = 0.84) while when it was fermented at 50°C for
40 min (41% reduction) the difference was significant
(p = 0.05). In Vienna bread, a 25% reduction was
observed at 30°C (p = 0.08). The maximum reduction
related to the initial contamination level (56%) was
obtained in Vienna bread fermented 60 min at 50°C
(» = 0.01). Although there is a higher level of yeast in
Vienna dough compared with French bread, more
work is needed to analyse il there is a relationship
between initial yeast content and reduction.

Other authors studied the effect of the baking process
with contradictory results. Details on fermentation
conditions and changes observed by some of them at
the end of the baking process are summarized in table
1. Abbas er al. (1985), Neira et al. (1997) and Seitz
et al. (1986) detected a lower DON concentration in
bread samples than in the wheat flours used to
prepare them. The present results are in agreement
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Table 2.

Calculated increase of volume in the sclected fermentation time and DON contamination and reduction %o ;.

Volume increase caleulations were made using the Bolizinan equation for French bread and the equation of the SRichards2

Model for the Vienna bread. Control bread (no fermenmtation) had 130 pg kg

VisD=28,.

Temperature Fermemation time Increase of volume DON DON reduction

Type of bread (O (min) Iy, 1) (g kg " sh (")
French bread 30 30 1.06 146 17 0
60 1.74 154 N 0

40 23 1.1 127 28 135

45 1.92 89 I3 40

50 20 1.07 106 19 29

40 1.88 89 N 41

Vienna bread 30 45 1.36 153 14 0
90 1.99 112 3 25

40 RN 1.49 120 2 20

70 2.4 96 Q) 36

50 30 1.49 76 12 49

60 214 66 27 36

L final volume: 1L initial volume.

with their findings and differ from other studies that
reported a high retention of DON in bread. probably
duc (o differences in the technology of the bakery
process. It is important to point out that several
factors could aflect the fate of a mycotoxin during
food processing including the food matrix. pH. moist-
ure content. process lemperature. natural or spike
contamination. and concentration of the toxin
(Scott 1998). Bread baking quality decreased notice-
ably in heavily contaminated flours and greater re-
duction was obtained when DON levels in lour were

0 L v T L) L v L}
] 20 40 60 80 100
ume (Minutes)

Figure 2. Temperature profiles in the centre of French
hread dough placed in a fermentation oven ar 30 (. 40
(A)and 50 C (@ .

lower (Scitz er al. 1986). Scott ¢r «l. (1984) incorpo-
rated additives. particularly potassium bromate. and
reported a slight increase in DON levels in bread.
This result is in agreement with the observation of
Boyacioglu er al. (1993) on the eflect of additives.
These authors oblained a 7% reduction in control
bread made from whole wheat flour and fermented at
room temperature for 3h (a result not in disagree-
ment with the present data at 30 C) and observed
changes from reduction of 45%% with sodium bisul-
phite to a 10% increase with potassium bromate.
Others (Young 1986. Young ¢t al. 1986) showed that
DON compiexes reversibly with bisulphite. In only
onc case was the fermentation step evaluated (El-
Bunna ¢ «f. 1983). They studied the process of
making Egyptian bread and observed no reduction
in the fermented dough or in the bread. This is also
similar with the present results when the fermentation
oven was set at 30 C. Young er «f. (1984) observed an
increase in DON levels in yeast doughnuts. They
suggested that perhaps the wheat used was also
contaminated with & DON  precursor.  which
was converted to DON by the active yeast. This
fact is another point o be considered and might
explain somewhat the diversity of results found in
the literature.

In agrecement with previous observations on DON
reduction in Argentinean bakery products (Neira et al.
1997). the results presented here indicate that DON
reduction during bread-making might be due not only
to thermal decomposition of the toxin, but also to
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some process during yeast fermentation. It has been
reported that the fermentation process contributes to
the reduction of contamination by other mycotoxins
(Westby et al. 1997).

In conclusion, the Argentinean traditional bread-
making process might reduce DON levels during the
fermentation stages if the dough is leavened at tem-
peratures > 30°C under controlled conditions.
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Occurrence of trichothecenes in Argentinean beer: a
preliminary exposure assessment
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The presence of trichothecenes (deoxynivalenol, 3-
acetyl deoxynivalenol, 15-acetyl deoxynivalenol, niva-
lenol, neosolaniol and diacetoxyscirpenol) was studied
in 30 samples of Argentinean beer (nine different
brands). Gas chromatography with electron capture
detector was used for identification and quantification
of these mycotoxins. The only mycotoxin detected was
deoxynivalenol (DON ). It was present in 44% of the
samples, 18% were contaminated with more than 20 ng/
ml. Toxin levels ranged from 4 1o 221 ng/ml in positive
samples. This is the first report on DON contamination
of Argentinean beer. The estimate of probable daily
intake (PDI) of DON from beer consumption in
Argentina does not indicate a health hazard, but it
has 10 be taken into account in calculations of total
DON exposure in the population.

Keywords: deoxynivalenol. mycotoxins. beer, tri-
chothecenes. occurrence.

Introduction

Trichothecenes were [ound in Argentinean cereals.
especially in wheat (Quiroga e al. 1995, Gonzalez er
al. 1997, Pacin er al. 1997). There is no published

* To whom correspondence should be addressed at: Departamento de
Industrias, FCEyN. Ciudad Universitaria. (1428) Buenos Aires.
Argentina: c-mail sresnik @ cvici.com.ar

information on the occurrence of trichothecenes in
Argentinean barley or malt in the last few years even
though the occurrence of DON and NIV in barley
was reported in 1983 (Tanaka er al. 1988). The most
important trichothecene in Argentinean grains. in
terms of incidence, is deoxynivalenol (DON) which
has also been found in finished loods (Neira er al.
1997, Pacin et al. 1997).

The natural occurrence of DON in barley has been
reported in several countries (Tanaka er «/. 1988,
Scott 1990, Perkowski er al. 1997). Certain mycotox-
ins, including DON, were found in beers of different
parts of the world (Niessen er al. 1993, Scott et al.
1993, Scott 1996, Scott and Lawrence 1997, Shim er al.
1997, Torres et al. 1998). Beer contamination could
originate from barley and/or other brewing adjuncts
such as corn or wheat: moreover it can increase il
Fusarium species grow during the germination of the
barley in the malting process (Beattie er al. 1998).
DON constitutes a problem for the brewing industry,
not only due to its toxicity (Ueno 1983, Pacin 1992,
Kuiper-Goodman 1994) but also because it interleres
in the productive process (Scott 1996. Beattie er al.
1998).

Beer consumption in Argentina has been increasing
since 1990 (S.A.G.y P. 1999). As there are no data on
the occurrence of mycotoxins in beers produced in
our country, studies were conducted to determine the
extent of the consumers’ exposure to DON by beer
consumption.

Materials and methods

Samples

Canned or bottled beer samples (50) of nine different
brands were bought at random in different super-
markets from Buenos Aires City during 1997 and

Food Additives and Contaminants 1SSN 0265 203X print ISSN 1464 5122 online ¢ 2000 Taylor & Francis Lid
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1998. Sub-samples of 5 ml of degassed beer were used
for the analysis.

Standards and reagents

Mycotoxin standards were purchased from Sigma
and all other rcagents were purchased rom Merck
Quimica Argentina.

Extraction and clean up

The method of analysis of Scolt er al. (1993) was
followed with shight modifications. Briefly. the de-
gassed sample went through a silica gel column
(3mix 500mg. JT Baker). It was eluted with
4 x 20ml cthyl acetate: methanol (95:5). The extract
was laken to dryness in a rotary evaporator (lem-
perature below 50 C). The restduc was transferred to
a 4ml vial by rinsing with 3x1 ml of methylene chlor-
wde: methanol (3:1). Once again it was taken o
dryness and the residue was dissolved in 50l of
methanol + 500 pul of water and cleaned up on an
RP-18 column (3 ml x 500 mg. JT Baker). The column
was washed twice with 50 pl of methanot + 500 ul of
waler and the toxins were eluted with methanol: water
(80:20) (1 x 6 ml). The cluate was evaporated to dry-
ness in a rotary ¢vaporator (temperature below 50 C)
(5ml beer equivalent).

Derivatization

The fourth part of the dry remainder was dissolved in
100 ul of a solution of 2mg of 4-N. N-dimethylami-
nopyridinec ml toluene-acetonitrile 95:5. Then, 15 pul
of heptafluorobutyric anhydride were added. The
mixture, after vortex-mix for | min. was kept in a
sand bath at 60 C lor 30 minutes, mixed well (vortex-
mixed for 1 min) with | ml of aqueous sodium bicar-
bonate solution (3%) and centrifuged at 350g for
1 min to separate the layers. An aliquot of the upper
organic phase was evaporated to dryness and dis-
solved in 500l of hexane containing 2-amino-5-
chlorobenzophenone (ACBP. 2.5ug ml) (internal
standard).

Gas Chromatography

Gas chromatography (GC) was performed on a
Hewlett-Packard Model 5890 Series I instrument
cquipped with a split splitless injector operating in
the splitless mode. a **Ni clectron capture detector
and a HP Model 3396 integrator. GC separation was
achieved with a HP-5 capillary column (25m. 0.2 mm
internal diameter and 0.5pm Alm thickness). The
temperature programme consisted of 1 min at 60 C.
then an increase of 60 to 200 C at 50 C min (with
2min hold). folowed by 200 to 280 C at 5 C min
(with Smin hold). Nitrogen was used as carrier gas,
with a flow of 1 ml min and as auxiliary gas. 60 ml/
min. The temperature of the injector and the detector
were 250 C and 300 C respectively. The injection
volume was 2 pl. the quantification limit 2 ng 'ml.

TLC analysis

Two-dimensional TLC in the higher level samples
conlirmed DON. The residue (35 ml beer equivalent)
was oblained by repcating the above extraction and
clean-up procedure seven times. H was then spotted
on a silica gel 60 TLC plate (Merck cat. No. 5553)
along with 30 pl of standard solution (Dcoxynivaienol
Sigma. 100 pg ml). The first developing solvent was
toluene: acetonitrile 1.00:1.00 and the sccond one.
toluene: acetonitrile 1.05:1.00. The plate was dried.
spraved with 20% aluminium chloride in c¢thanol-
water (1:1). heated at 120 C for 6 min and viewed
under long-wavelength UV light. The limit of DON
determination was 40 ng ml.

Statistical methodology

Contamination [requencies were compared using the
Fisher exact test. and mean contamination values in
two independent groups were compared by means of
the Mann-Whitney non-parametric test. Comparison
of mean contamination values in more than two
groups was performed using a one-way analysis of
variance. Under normality. the test usually used is the
F-test. based on the residuals sum of squares but
when the assumption of normality cannot be sus-
tained. the non-parametric Kruskal-Wallis test
should be used (Conover 1980). Calculations were
made using the Statistix package.
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Results and discussion

All beers analysed throughout this work were
bottom-fermented beers: 38% were derived from all-
barley malt and 62% derived [rom barley malt plus
adjuncts (most of them unmalted cereals). There were
no significant differences between mean contamina-
tion values of these two sub-groups (p = 0.66).
According to Argentine Regulations (‘Cddigo
Alimentario Argentino’ CAA) all beers brewed in
Argentina must contain a minimum of 60% of barley
malt. (CAA 1998). Different types of beer were
analysed in this first survey: light, bock, lager, pre-
mium, African and different alcoholic grades. Data
concerning the malt used by the different breweries
were not available.

The only trichothecene detected was DON, being
positive in 44% of the analysed samples. Neos-
olaniol, 3-acetyldeoxynivalenol, 15-acetyl-4-deoxyni-
valenol, diacetoxyscirpenol and nivalenol were not
found.

Contamination values of DON greater than 20 ng/ml
were present in 18% of all samples (Table 1), with an
average contamination of 14.3ng/ml based on all
samples.

As we did not have the date of manufacture of the
samples analysed, we considered the ‘best if consumed
before date’. Beer shelf-life is usually 6 months after
the manufacture for both canned and bottled beers.

Table 1. Distribution of DON levels in beer samples.
DON (ng/ml) Frequency % of samples
ND 28 56
2-20 13 26
20-50 7 14
50-150 | 2
150-250 | 2

ND: not detectable.

811

Three groups of samples were compared (1997, 1998
and 1999). Highest levels and incidence were [ound in
samples with ‘best if consumed before’ date 1997
(Table 2). Significant differences were found in
DON contamination frequencies between years 1997
and 1998 (p=0.02). A one-way non-parametric
analysis of variance was applied to log transformed
data to compare mean contamination values in the
three years. Significant differences between years were
detected (p = 0.025). The logarithmic transformation
was needed in order to attain homoscedasticity. This
is the first report of DON contamination in
Argentinean beer and the results encourage us to
continue this survey with an appropriate experimental
design to find out if there is any relationship between
contamination and type of beer, brand or barley
contamination in different harvests.

In Canada, Scott er al. (1993) observed 29 samples
contaminated out of a total of 50, the total average
being 5.4 ng/ml (range = 0.3-50.3 ng/ml). The highest
value of DON in commercial beers was reported in
Germany (569 ng/ml) in a wheat beer; the average for
this type of beer was 245ng/ml and for barley malt
beer was 148 ng/ml (Niessen er al. 1993). Our results,
with respect to average levels and incidence, are
analogous with the data reported by Scott et al.
(1993). The average contamination value in our sur-
vey was considerably lower than that [ound (or barley
malt beer by Niessen er al. (1993). The finding that in
these beers the DON concentration was significantly
greater was probably because in that work 22.4% of
the beers analysed were suspected for gushing—spon-
taneous decarbonization of beer upon opening of a
bottle.

Risk Exposure

The mean daily intake of DON (table 3) from beer
consumption was estimated based on National Lujan
University (Pacin er al. 1998) and FAO (FAO 1991)

Table 2. Deoxynivalenol contamination distributed according 1o ‘best if consumed before date’.

Contaminated

Over positive samples (ng/ml)

Date samples/tlotal Average (ng/ml) Median (ng/mi) Minimum Maximum Mean
1997 8/9 51 16 5 221 58
1998 8/26 7 0 4 43 22
1999 6/14 5 0 5 20 12
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Table 3. Mean daily intake of deoxynivalenol from beer consumption considering the average contamination (14.3 ng
mi). The first four columns were calculated with data from National Lujan University and the last, with FAO figures ( all

FAO data were expressed for an adult of 70 kg body weight ).

Age groups (years)

Male Female
18-24 25 50 18 24 25 50 FAO adult
Estimated mean daily intake (ng. kg body weight) 16.4 0.9 7.3 1.3 15.6
Contribution of beer consumption 1o the TDI (3 ug kg) 0.55% 0.03% 0.24% 0.05% 0.52%

food consumption data. Taking into account the first
set of data. the greater value corresponds to the
‘young men’ group for which the daily intake was
16.4ng kg.

The Tolerable Daily Intake (TDI) for DON was
estimated 1o be 3 pug kg for adults and 1.5 pug kg for
infants (Kuiper-Goodman 1994). Compared with the
TDI. beer consumption in our country could contri-
bute up 10 0.55% 1o the TDI (table 3).

Although DON ingestion through beer consumption
does not represent a serious risk for the consumer’s
health. it is important to take into account that beer
consumption is increasing, and beer is just on¢ among
all foods and beverages that could be contaminated.
So. it could contribute to achieving the TDI.

Our study shows for the first time the presence of low
concentrations of DON in Argentincan beer.
Continued surveys ol commercial beer for DON will
be appropriate. in order 1o develop prevention stra-
tegies to maintain or even diminish DON levels in
beer.
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The presence of mycotoxins in corn-based foods avail-
able in Argentina was determined in order to make a
preliminary exposure assessment. Thirty-eight samples
[corn meal (‘polenta’) and corn flakes] of different
local brands were analysed for zearalenone, deoxyni-
valenol and aflatoxins by TLC and fumonisins (FB,,
FBy and FB;) by HPLC. None of the 38 samples
contained any detectable amount of aflatoxins
(<2ug/kg), zearalenone (<50 ug/kg) and deoxyniva-
lenol (<50 ug/kg). By contrast fumonisin contamina-
tion was found in 95% of the samples. The highest
Sumonisin levels were found in corn meal: FB; (range
positives:  60-2860 ug/kg; mean positive value:
556 ug/kg). FB> (61-1090 ug/kg; 232ug/kg) and
FB; (18-1015 ug/kg; 150 ug/kg). Low levels of fumo-
nisin By were detected in 16/17 corn flakes samples
(2-38 ug/kg). Total fumonisin levels in corn meal were
more than 1000 ug/kg in 24% (5/21) of the samples.
Although it is not the staple food in Argentina, maize
consumption is very important, especially among chil-
dren. A daily fumonisin intake of 11.3 ug/kg of body
weight was estimated for child consumers (1-5 years
old) based on an average consumption of 200 g of corn
meal/day. Calculated at an average rate for all children
(consumers or not) the intake estimate was 0.9 ug/kg
of body weight.
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Introduction

Mycotoxins such as aflatoxins, deoxynivalenol, zear-
alenone and fumonisins, are unavoidable contami-
nants of corn and have been implicated as aetiological
agents in animal and human diseases. Most informa-
tion available concerns data on natural occurrence of
these mycotoxins in grains and feeds, although corn
processed for human consumption has received much
attention because it is the staple food in many coun-
tries and the raw product has often been found to be
contaminated.

Aflatoxins, well known as hepatotoxic and carcino-
genic metabolites (Eaton and Groopman 1994, Guen-
gerich et al. 1996), produced primarily by Aspergillus
flavus, have been found frequently to contaminate
corn crops (Jelinek er al. 1989, Resnik er al. 1995,
1996). Besides aflatoxins, fusarium toxins are the
most often reported mycotoxins contaminating
maize. The natural occurrence in corn of zearalenone,
an oestrogenic toxin, and deoxynivalenol, which pro-
duces digestive disorders, has been observed world-
wide (Scott 1990, Prelusky et al. 1994, Resnik er al.
1995, 1996). Moreover, foods made from corn have
been found to be contaminated with deoxynivalenol
(Trucksess et al. 1986). The occurrence of fumonisins
in corn and in corn-based foods has been widely
noted (Bullerman 1996, Shephard er al. 1996, Patel
et al. 1997, Pineiro et al. 1997, Tseng and Liu 1997).
Fumonisins, produced primarily by F. moniliforme,
cause leukoencephalomalacia in horses, pulmonary
oedema in pigs (Prelusky er al. 1994) and hepatic
cancer in rats (Gelderblom er al. 1996). High levels of
fumonisins in grains in certain areas of the world,
have been associated with oesophageal cancer in
humans (Gelderblom er al. 1996). Immune suppres-
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sion is another important toxic eftect induced by all
these mycotoxins (Pestka and Bondy 1994).

Although it is not the staple food in Argentina. maize
consumption is very important, especially among
children (Pacin er al. 1998). The occurrence of fumo-
nisins (Sydenham e «f. 1993, Chulze ¢r al. 1996.
Ramircz ¢r al. 1996). aflatoxins. zearalenone and
deoxynivalenol (Chulze er al. 1989. Resnik er al.
1996) has been reported in Argentina lield maize.
The natural co-occurrence of fumonisins. aflatoxins
and zearalenone in Argentinian corn has also been
established (Gonzalez er al. 1998). However in Ar-
gentina there is little information about the contam-
ination levels of corn-based foods.

Tolerance limits for some of these mycotoxins have
been established in many countrics. For total aflatox-
ins the maximum limit varies from not detectable up
o 50 ug kg (FAO 1997). Mcrcosur regulations (RES.
No 56 94) establish for total aflatoxins in corn meal a
limit of 20 pg kg. In France the tolerance level of
zearalenone in corn for human consumption is
200 pg 'kg. and in Canada for trichothecenes in lood.
100 ug kg.

To assess the extent of the consumer’s exposure 1o
these mycotoxins. commercial corn-based human
foodstufls (purchased during 1997) were analysed
for the presence of aflatoxins. deoxynivalenol. zear-
alenonc and fumonisins (FB;. FB> and FB3). This
paper reports preliminary data on this subject.

Materials and methods

Samples

Thirty-eight samples of corn-based food products
were randomly purchased from commercial outlets
and natural food stores in Bucnos Aires. Argentina
during 1997. All samples were ground in a laboratory
mill until the sample passed through a 20-mesh-sicve.
Samples were {rozen (=20 C) prior o analysis.

Analysis  for aflatoxins  (AF),
(DON ) and zearalenone (ZEN

deoxvnivalenol

The samples were analysed for the presence of these
mycotoxins according to the method of Romer No.
MY8402s. Bricfly. sub-samples (25¢) were extracted

with 50 ml of acetonitrile water (84:16) by blending
for 3min at high speed with an Osterizer blender. The
extract was filtered through Whatman No. 4 paper.
Approximately 8 ml of the filtrate were placed in a
153 x 85mm culture tube and 4ml of the filtrate was
passed through a Mycosep 225 column (Romer Labs
Inc.. MO. USA). The purified extract was then trans-
ferred to another tube and evaporated to dryness in a
60 C waler bath under vacuum (Wilson and Romer
1991). The residue was redissolved in toluence : aceto-
nitrile (95:5) and a S0pul aliquot was applicd on
Merck silica gel TLC (No. 5553) and developed in
toluene : acetone (1:2). Sample spots of AF and ZEN
were visualized by fluorescence (AF: 366 nm: ZEN:
254 nm). Plates were then air-dried. sprayed with 20%
AICl: cthanol: water (1:1) solution and heated at
150 C for 10 min. The levels of DON were estimated
visualy (Rf = 0.5) by comparison with standard
spots under long-wave UV light. The detection limit
was 2 pg kg for AF and 50 pg kg for ZEN and DON.

Analvsis for fumonisins ( B

HPLC analysis was performed according to the
AOAC method 995.15 (AOAC 19935). Sub-sumpilcs
(50 g) were extracted with 100 ml of methanol: water
(3:1) by blending for 5 min at high speed with an
Oslterizer blender. The blended extracts were centri-
fuged (10min. 500¢g) and the supernatant filtered
through Whatman No. 4 filter paper and adjusted
1o pH 3.8-6.5 (NaOH Im) (Resnik er al. 1994, AOAC
1995). An aliquot (10mi) was applied 1o a strong-
anion e¢xchange column (SAX. Merck) previously
conditioned with methanol: water (3:1) followed by
methanol. The fumonisins were cluted with an acetic
acid: methanot solution (1:99). The cluate was eva-
porated o dryness in a 40 C water bath under
vacuum and the residue redissolved in methanol
(100 uh. An aliquot (50 pub) was derivatized with
225ulb of derivatizing solution (40mg o-phthalalde-
hyde (OPA) in | ml methanol. dilutc with 5mi of
0.1 M disodium tetraborate solution. and 30 ul of 2-
mercaptocthanol). Within 1 min of adding OPA
reagent. 20 pl of the derivatized solution were injected
into the LC system.

Standards and reagents

DON. ZEN and aflatoxins standards and OPA were
purchased from Sigma. fumonisins standards werc
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purchased from MRE (South Africa), and all other
reagents were purchased from Merck Quimica
Argentina.

Apparatus

Ligquid  chromatograph. Bomb  L6200A  Merck-
Hitachi); Column = Lichrosorb C-18 (Merck),
10cm x 4.6mm i.d., Sum; 23°C; mobile phase,
methanol: 0.1M sodium dihydrogen phosphate
(77:23, v/v), adjusted to pH3.3 with orthophos-
phoric acid; flow rate=1ml/min; the fluorescence
detector (Merck-Hitachi Z-1100) was set at an
excitation wavelength of 335nm and an emission
wavelength of 440 nm. Fumonisin quantification was
done by measurement of the peak area and
comparison with fumonisin standards.

Standards. 50 pg/ul of fumonisins B;, B, and B; in
acetonitrile: H,O, 1:1.

The detection limit was 1.5 pg/kg.

Results and discussion

The results summarized in table | showed the high
incidence of fumonisin contamination in corn meal
(90.5% FB,) as well as in corn flakes (94.1% FB;)
while, on the other hand, aflatoxins, deoxinivalenol
and zearalenone were not detectable.

The range, average and median of fumonisin levels
and the number of positive samples for each fumoni-
sin are given in table 2. Corn meal was not only

frequently contaminated with fumonisins, but it was
also contaminated at the highest levels. Fumonisins in
corn flakes were at low levels or were not detected
probably because products that undergo thermal pro-
cesses reaching temperatures above 150°C, may have
some losses of this mycotoxin (Jackson er al. 1996).
fumonisin B, was found at higher levels than fumo-
nisin B, and Bj in all samples. The ratio FB;/FB,
varied from 3/1 to 16/1. As can be seen in table 2 the
samples had higher FB, values than FBj;. Of total
fumonisins, FB> represented 15-29% and FB;, 5-
20%.

These results are comparable with the data reported
by other authors (Bullerman 1996, Pohland 1996). In
USA products, a similar incidence of fumonisins in
corn meal with slightly lower levels of contamination
was noted (Pohland 1996). Sydenham er al. (1991)
reported mean positive values of FB; of 1048 ug/kg in
USA corn meal, and 138 pg/kg in South African corn
meal. Commercial corn products in Switzerland
(Pittet 1992) were found to contain lower levels of
fumonisins. In UK breakfast cereals, contamination
with 11-194 pg/kg of fumonisins and polenta with
concentrations ranging from 16 to 2124 ng/kg (Patel
et al. 1997) were detected.

Table 1. Percentage of samples contaminated with each
mycoloxin.

% of positive samples

AF ZEN DON FB, FB, FB;

Corn meal ND ND ND 90.5 57.1 524
Corn flakes ND ND ND 94.1 ND ND

ND: not detectable.

Table 2. Fumonisin contamination of corn meal and corn flakes.

Over positive samples (pug/kg)

Contaminated Average Median
Products samples/total (ng/kg) (ngrkg) Minimum Maximum Mean
Corn meal FB, 19/21 503 281 60 2860 556
FB, 12/21 133 117 61 1090 232
FB; 11/21 78 59 18 1015 150
Total 19/21 714 368 60 4964 790
Corn flakes FB, 16/17 11 7 2 38 11
FB, 0/17 0
FB, 0/17 0
Total 16/17 11 7 2 38 11
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In the published data, usually the rauio FB,/FB, is
3/1, although levels of FB, as high as 40% of the
total fumonisins have been reported, and FB; is
commonly higher than FB; (Bullerman 1996,
Pohland 1996).

It is of concern that 24% of the corn meal samples
had total fumonisin levels greater than 1000 pg/kg
(table 3). However, these data must be interpreted
with caution as they were calculated from a limited
number of samples.

The estimated mean daily intake of [umonisins (or
corn meal consumption was calculated (table 4). For
example for child consumers (1-5 years old) a daily
fumonisin intake of 11.3 pg/kg of body weight was
estimated based on an average consumption of 200 g
of corn meal/day (Pacin et al. 1998). Calculated at an
average rate for all children (consumers or not) the
intake estimate was 0.9 pg/kg of body weight.

Table 3. Distribution of total fumonisin levels in corn
meal samples.

Fumonisins (ug/kg) Frequency % of samples
0-500 14 67
501-1000 2 10
1001-1500 3 14
> 1500 2 10

The available information on the toxicity of fumoni-
sins is not complete and a tolerable daily intake has
not been established (Kuiper-Goodman 1994,
Kuiper-Goodman e¢r al. 1996). The estimate of the
probable daily intake (PDI) in an exposure assess-
ment in Canada (Kuiper-Goodman et al. 1996) was
0.19 ug/kg bw/day for child consumers and 0.089 ug,
kg bw/day for all children. These values are 10 times
lower than in Argentina. where as corn-based foods
are very popular and consumption by children is very
significant, the presence ol fumonisins in food is a
serious problem. These preliminary data showed that
consumers’ exposure (o fumonisins could be import-
ant and more work is needed in this area. The
toxicological significance of the exposure at the levels
reported here is not known.
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This article reviews some aspects of analytical methods used to determine the
occurrence of type A and B trichothecenes in grains and foodstuffs and their
trends during the decade 1999-2000. A pronounced tendency to use extraction
solvents less toxic than chloroform became evident. There was not a prevalent
clean up process that pointed there were problems to obtain good recoveries of
those mycotoxins. Taking into account the mean values of contamination found
in the literature and the provisional maximum tolerable daily intake, a
methodology suitable for a surveillance work should have a limit of
quantification not greater than 50ug/kg for deoxynivalenol and less than
10ug/kg for T-2 and HT-2 toxins. Therefore, gas chromatography or thin layer
chromatography could be used for type B trichothecenes while for type A
trichothecenes, gas chromatography with electron capture or mass
spectrometric detectors is the mandatory quantification method.
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Abstract

Isolates of Fusarium species obtained from freshly
harvested bean grains for human consumption collected
from different Argentinean regions, were investigated for
their ability to biosynthesise trichothecenes and
zearalenone either on rice grains or beans. Low incidence of
toxigenic fungi was observed. These mycotoxigenic species
produced several toxins when grown on rice but none or
little amount when cultured on beans. The results of this
report suggest that contamination of Argentinean beans
with Fusarium mycotoxins will not be common and
therefore people would be at low mycotoxicosis risk
through consumption of beans.

Introduction

Trichothecenes and zearalenone (ZEN), some of the Fusarium mycotoxins, have been
implicated in human and animal diseases and for that reason, are considered economically
and toxicologically important worldwide (1,2).

The trichothecenes, a group of highly cytotoxic sesquiterpenes, have different biochemical
and biological effects. They have local effects such as vomiting and skin necrosis, and on
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the other hand, systemic effects as they are potent inhibitors of protein synthesis. The
principal systemic effects are related with the haematological system. One of the
trichothecene toxins, deoxynivalenol (DON), could produce nephropathic effects due to Ig
A increase, although it has less toxicity than the others (PMTDI (deoxynivalenol) =1 ug
kg of body weight, PMTDI (T-2 and HT-2 toxins)= 60 ng kg of bw per day) (1,3,4).
ZEN has estrogenic and anabolic activity that disturbs the reproductive organ structure and
function (TDI = 100 ng/kg bw per day) (5).

Monitoring these mycotoxins in food products is the first step to assess the extent of the
consumers exposure to them. In many countries of America, beans are part of traditional
foods and hence it is important to determine if they could contain toxins that reprcsent a
health hazard. As cereals are the main source of mycotoxins in food, trichothecenes and
ZEN associated with them have been extensively studicd, but mycotoxin presence in
beans was scldom reported. Considerable quantitics of DON, diacetoxiscirpenol (DAS)
and T-2 toxin, and fumonisin B, (FB,) were found in naturally infected mouldy navy
beans (Phaseolus vulgaris 1..) in China (6). In a comparative investigation of mycoflora
and mycotoxins in dry beans produced in Taiwan and Ontario, aflatoxins but no Fusarium
toxins were found in infected beans from Taiwan, whilc those from Ontario contained
DAS, DON, T-2 toxin and FB, and no aflatoxins (7). Fumonisins and no trichothecencs
were found in Fusarium-infected adzuki beans (Phaseolus angularis) and mung beans
(Phascolus aureus) produced in Canada (8). In another survey in Brazil (9), Phaseolus
vulgaris L. showed ochratoxin A contamination and ZEN was not found. In Ecuador (10),
bean samples revealed ochratoxin A, DON and T-2 toxin contamination and fumonisins
were not detected.

No studies were found on mycotoxins in Argentinean beans. Black beans (Phaseolus
vulgaris L.) intended for human consumption, are mainly produced in Salta province. The
toxigenic fungi found on a mycological survey carried out in 1999, included Alternaria
alternara and several species of the genera Fusarium: F semitectium, F graminearum and
F equiseti (11). Thesc Fusarium species have been frequently isolated from Argentinean
cereals (12). It has been reported that F semitectum produces ZEN, T-2 toxin, nivalenol
(NIV), and neosolaniol (NEO). F graminearum can produce DON, 3-acetyl-
deoxynivalenol (3-A-DON), 15-acetyl-dcoxynivalenol (15-A-DON), NIV, ZEN, and
NEO. Mycotoxins produced by F equiseti include NIV, fusarenon-X, T-2 toxin, DAS, and
ZEN (13).

The presence of a toxigenic fungi indicates the probability of mycotoxin production. The
fungi not only need a favourable cnvironment to produce the toxins but also a suitable
substrate. Which mycotoxin is synthesisecd depends on the Fusarium species and on the
strain, as some strains might be non toxigenic while others might produce several toxins.
F graminearum isolates have been separated into two chemotypes based on the ability to
produce the trichothecenes DON or NIV. In Argentina the occurrence of isolates of DON
chemotype has been reported so far.

Thus, the aim of this paper was to evaluate the Fusarium isolates obtained from black
beans of the 1999 harvest in Salta province (11) for their ability to produce trichothecenes
and zcaralcnone on two diffcrent substrates, rice kernels and beans, where rice is a suitable
substrate for Fusarium toxins production.

Materials and Methods

All the isolates of Fusarium semitectum (29), F graminearum (16) and F equiseti (9)
obtained from 120 samples of freshly harvested bean grains collected from different Salta
regions of Argentina (1999 harvest) by Castillo er al (11), were tested for their ability to
biosynthesise trichothecenes and zearalenone either on rice grains or beans.
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Isolates were transferred to potato dextrose agar slants and incubated at 25°C to stimulate
conidial formation (14). Conidial suspensions were prepared by adding 7 mL of sterile
distilled water to each slant and gently scraping the agar surface with a wire loop to give a
turbid suspension. 3

The isolates were grown on 30 g of healthy beans or rice grains free of Fusarium
mycotoxins, in 500 mL Erlenmeyer flasks. Moisture was adjusted to 40% by adding
distilled water before autoclaving at 121°C for 15 minutes. Autoclaved flasks were shaken
by hand to loosen the grains, and each flask was inoculated with 7 mL of the conidial
suspension (105 conidia/mL). Flasks were incubated at 25°C for 25 days with daily
shaking for the first 4 days to distribute the inoculum.

The samples were extracted with acetonitrile-water (84:16) and blended for 3 min at high
speed with an Osterizer blender. About 8 mL of the extract was placed in a 8x15 mm
culture tube and three aliquots of 0.5 mL were successively passed through a Mycosep
227 column (Romer Labs. Inc., MO, USA), each aliquot was transferred to a different
tube, dried in a 60°C water bath under vacuum and stored at -18°C prior to analysis.

The dried extract residues were derivatized with heptafluorobutyric anhydride (HFBA) as
described by Croteau er al (15). Briefly, the catalyst solution of 4-(N,N-dimethylamino)-
pyridine (DMAP) was added to the dried extract, vortexed and 50ui of HFBA was added.
The tube was placed in a heating block at 60+2°C for 20 min. Excess of derivatizing agent
was destroyed with 1 mL of aqueous sodium bicarbonate solution (5% in distilled water)
and 400 pL of toluene was added. After centrifuging, the upper organic layer (480 pL)
was transferred to a vial. ¢

Gas chromatography with electron capture detection (GC-ECD) was performed on a
Hewlett-Packard Model 5890 Series 1I equipped with an automatic injector and controlled
from an HP3398A GC-ChemStation. GC separation was achieved with a HP-5 capillary
column (30 m x 0,25 mm of i.d. x 0,25 pm thickness of film). The temperature program
consisted of 1 minute at 80°C, then an increase of 80-160°C at 30°C min™ followed by
160-183°C at 1°C min™ and then 183-280°C at 12°C min™ (with 5-min hold). Nitrogen
flow was 1 mL min™'. The temperature of the injector and the detector were 250 and 300°C
respectively. The injection volume was 1 pL (splitless mode).

The detection and quantification limits calculated on the basis of three and five times the
average signal-to-noise ratio of the baseline respectively, are listed in table 1. Recoveries
of Don and T-2 from beans were 80 and 87% respectively. Recoveries of Niv, the more
polar trichothecene, and Zen from beans were significantly lower (30-40%). However this
low recovery was not relevant as cultures of Fusarium species are known to produce
mycotoxins in the order of mg/kg. Each sample was analysed three times.

Table 1:  Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) en ug/kg calculated on the
basis of three and five times the average signal to noise ratio of the baseline.

LOD LOQ
DON 1 18
ZEA 15 25
Niv 21 35
T-2 toxin 40 66
Neo 99 165
T-2 tetraol 8 14
HT-2 toxIn 36 59
3-ADON 60 100

DAS 56 93




The identity of the mycotoxins in the positive samples was confirmed by thin layer
chromatography (TLC) on silica gel 60 plates, 20 x 20 cm (Merck 1.05553) using external
standards. Standards of DON, NIV, 3-ADON, NEO, DAS, T-2 toxin, T-2 tetraol, HT-2
toxin, and ZEN were from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, United States of
America). When presence of ZEN or DON were suspected, plates were developed with
toluene:acetone (1:1); Niv, with toluene:acetone (1:2), and type A trichothecenes, with
chloroform:acetone:2-propanol (8:1:1). Zen has greenish-blue fluorescence under short
wave UV light (256 nm) at Rf « 0.83, and blue fluorescence under long wave UV light
(356 nm) after spraying with AlCl, solution (20% en ethanol) and heating 3 min at 150°C.
DON and NIV has blue fluorescence after spraying with AICl, solution and heating 3 min
at 150°C at Rf « 0.38 and 0.36 respectively. T-2 toxin and Neo develop a brown colour
after spraying with methanol:sulphuric acid:acetic acid (8:1:1) solution followed by
heating at 150°C for 5 min at Rf ¢ 0.90 and 0.54 respectively.

Results and Discussion

Mycotoxins produced by Fusarium specics isolated from black beans are shown in table 2.
Five of the 54 isolatcs were toxigenic. Isolates of I equiseti were all non producers. When
cultured on rice, one isolate of F semitectum showed abilities to produce ZEN and another
one T-2 toxin, while three isolates of F graminearum were able to synthesise
trichothecernes, two of them produced DON and one, NEO. When grown on beans, only
one of the F graminearum isolates was toxigenic and produced Neo. The occurrence of
this trichothecene is not so frequent as the others, and also it is uncommon to find a strain
of I granminearum that produces only this mycotoxin. It has also been reported NEO
production by isolates of I graminearum from Argentincan maize (12).

N ot any of the 54 isolatcs produced Niv, 3-A-DON, HT-2 toxin, T-2 tetraol, nor DAS.
The presence of Niv was suspected to be produced by four isolates of F semitectum as the
GC analysis showed a peak with the retention time of Niv standard, but it was not
confirmed by TLC.

Table 2: - Incidence of toxigenic isolates of Fusarium species isolated from black beans and
grown either on rice or on bean grains.

N2 and % of
N¢ of species Mycotoxin

Species examined detected toxigenic isolates
rice bean
F. semitectum 29 ZEN 1(3.4%) 0
T-2 toxin 1 (3.4%) 0
F. graminearum 16 DON 2(12.5%) 0
NEO 1(6.3%) 1(6.3%)
F. equiseti 9 ND 0 0

ND = no mycotoxin detected.
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In table 3, the mycotoxin production in both substrates is shown. F semitectum isolate
produced 28.5 mg/kg of Zen and the other one produced 29.2 mg/kg of T-2 toxin on rice
kernels. In the same substrate, two of the F graminearum isolates produced DON, 432 and
712 mg/kg each one. The isolate 373 of F graminearum produced 9.7 mg/kg of Neo on
rice, but when cultured on beans produced a low level, 0.28 mg/kg, of this mycotoxin.

Table 3: Mycotoxin production by isolates of F semitectum and F graminearum grown either
on rice grains or on beans.

Concentration of toxin

Species Isolate N I\ﬁgg(t:?:;n (my/kg)
rice bean
Fusarium semitectum 374 ZEN 28.5 ND
138 T-2 toxin 29.2 ND
Fusarium graminearum 584 DON 432 ND
586 DON 712 ND
373 NEO 9.7 0.28

ND = no mycotoxin detected.

Incubation temperature and time, the same for both substrates, are considered good
incubation conditions for mold growth and also for mycotoxin production. So it is
remarkable that the same isolates that prove to be capable to synthesize the toxins on rice,
did not produce any detectable metabolite on beans with the exception of the isolate 373
which produced a very low level of NEO on the last substrate. This fact could indicate that
beans were not a good substrate for Fusarium mycotoxin production.

Conclusion

Low incidence of toxigenic -fungi was observed. These mycotoxigenic species produced
several toxins when grown on rice but none or little amount when grown on beans. Black
beans seems (0 be a poorer substrate than rice for trichothecenes and zearalenone
production. Thus, the results of this report suggest that contamination of beans from
Argentina with Fusarium mycotoxins will not be coninon and therefore people would be
at low mycotoxicosis risk through consumption of beans.
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