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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo fue obtener informaciónsobre la persistencia y

/ o transformación de tricotecenos durante algunas etapas de procesamiento

del trigo para contribuir a la estimación de la exposición como consecuencia de

Ia ingesta de alimentos elaborados con trigo potencialmente contaminados por

tricotecenos en la Argentina. Las tendencias identificadas en los métodos

analíticos para la determinación de tricotecenos, durante los años 1990-2000

en diferentes partes del mundo, muestran que la cromatografía gaseosa con

detector de captura de electrones o la cromatografía en capa delgada para

deoxinivalenol (DON) son las más adecuadas. A través de los estudios de

variabilidad. se determinaron por primera vez en el ámbito mundial las

funciones de distribución que representan la contaminación por DON del

afrechillo, harina de trigo y gluten. Los resultados adquieren gran relevancia

para el trigo, ya que la función de distribución encontrada representa los datos

de contaminación por DONen el trigo argentino. Otro aspecto relevante, es que

estos resultados facilitan la discusión de estrategias para reducir Ia variabilidad

asociada a la determinación de DONen 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

producción de gluten y almidón se observa una reducción, que se supone es la

consecuencia de la extracción de la toxina por las aguas de lavado. Este es el

primer estudio que cuantifica la retención‘de DONen gluten, demostrando que
el DON no es detectado en el almidón. ‘

El desarrollo de programas de control en micotoxinas implicadisponer de datos

precisos y exactos sobre la concentración de las mismas. La variabilidad en la

determinación debida a la falta de homogeneidad de la distribución de la

contaminación está relacionada con la matriz analizada y difiere para cada
micotoxina. La varianza total del método se subdividió en varianza debida al

muestreo. a la preparación de la muestra y al método analítico. Se

determinaron por primera vez las funciones de distribución que representan la

contaminación por DON del afrechillo, harina de trigo y gluten y la función de

distribución de la contaminación en trigo. Basado en estos resultados pueden



discutirse estrategias para reducir la variabilidad asociada a la determinación

de DON en estas matrices, considerando la relación costo-beneficio para

decidir aumentar la cantidad o tamaño de las muestras analizadas.

Durante la fritura de masa de empanadas se observó una reducción de Ia

contaminación por DON y de los resultados obtenidos se concluye que es

conveniente freír las tapas de empanadas a la menor de las temperaturas

ensayadas para obtener una disminución mayor en la contaminación de DON.

El conocimiento de la reducción de la contaminación por DON en este

proceso, en conjunto con el conocimiento de la contaminación de la harina y el

consumo de empanadas por la población, permitirá estimar la contribución que

este consumo tiene en la ingesta tolerable diaria de esta micotoxinay aportar

datos para la evaluación de la exposición de la población a la ingesta de DON.



SUMMARY

“Persistence and I 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 ¡t

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

DONwas 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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l. INTRODUCCION

Las micotoxinas son sustancias producidas como metabolitos secundarios de hongos

toxicogénicos, bajo condiciones ambientales favorables. Se han aislado e identificado un

gran número de micotoxinas (más de 500), de muy variada estructura quimica y acción
tóxica.

Son susceptibles a la contaminación por micotoxinas todos aquellos productos donde sea

posible el desarrollo fúngico, pudiendo encontrarse en materias primas, desde la producción

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 contaminación por micotoxinas acarrea consecuencias deletéreas para la salud e

indeseables para la comercialización. El primer aspecto se basa en la toxicidad que estas

sustancias presentan para el hombre. EI segundo aspecto está relacionado con la

disminución de Ia disponibilidad de alimentos, tanto de origen vegetal como animal, debido a

la morbi-mortalidad de estos últimos. Por añadidura. la contaminación de productos

agrícolas, no solo disminuyen la calidad de los mismos, sino que comprometen los
intercambios comerciales.

La Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) estima

que por Io menos un 25% de los cultivos, en el mundo entero. están contaminados por

micotoxinas. La contaminación por micotoxinas de alimentos en general y productos

agrícolas en especial, continúa 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 materias primas y alimentos. Esto implica

una gran dificultad para el manejo de los alimentos contaminados, ya que la destrucción o su

utilización 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 única via de exposición

conocida hasta el momento para la intoxicación por micotoxinas es Ia ingesta de alimentos

contaminados por las mismas.
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Teniendo en cuenta que por ahora es imposible evitar su aparición, se han elaborado

diversas estrategias para minimizarlos efectos perjudiciales de la presencia de micotoxinas

en materias primas y alimentos elaborados.

Una primera estrategia está basada en los factores que posibilitan la contaminación por

micotoxinas. Se sabe que esta contaminación se produce como resultado de las condiciones

ambientales en el campo o de operaciones inadecuadas de recolección, almacenamiento y

elaboración. Esto significa que las prácticas de labranza, la rotación de cultivos, el control de

malezas, la lluviaen la temporada tardía, el viento y los vectores de plagas son factores que

influyen en la cantidad y origen del inóculo fúngico 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 utilización semillas resistentes sobre la base de modificaciones genéticas. Así

mismo puede resultar útil el control mediante el empleo de agentes no toxigénicos y

competitivos biológicamente.

Otra posibilidad es la prevención durante la etapa post cosecha, en la que el manejo durante

el almacenamiento (por ejemplo la limitación de la infestación por insectos y del nivel de

humedad de los productos almacenados) puede evitar o disminuir la contaminación por
micotoxinas.

La decontaminación de lotes a través de procesos fisico-químicos y/o biológicos, puede

modificar el contenido de micotoxinas, o al menos disminuir sus efectos tóxicos.

Por último, todos los procesos a que son sometidas las materias primas, con el objeto de

elaborar diferentes alimentos, son capaces de disminuir la contaminación en el alimento

terminado. Este es un aspecto muy promisorio, ya que, el conocimiento de las variables

operacionales de los procesos permitirán llevar a cabo aquellas modificaciones que
posibiliten minimizar la contaminación.

La estrategia preferida para controlar la contaminación por micotoxinas es un enfoque

polifacético integrado, que implica el conocimiento de lo mencionado en los párrafos
anteriores.

Actualmente la evaluación de riesgo a la exposición por micotoxinas ha sido adoptada como

la estrategia que abarca todas las facetas de Ia contaminación por estas sustancias.
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La primera etapa para la estimación a la exposición es el conocimiento de la ocurrencia de la

contaminación en los alimentos de consumo masivo. Por esa razón, el presente trabajo se

inicia con la descripción de la contaminación natural por tricotecenos.

I. 1 La Contaminación Natural por Tricotecenos

Entre las micotoxinas, se decidió estudiar tricotecenos, por varias razones:

— son contaminantes muy frecuentes en esta región del mundo (Tabla l.1),

— existen estudios sobre las modificaciones de la contaminación debido a las variables

operacionales aplicadas en algunos procesos de elaboración de alimentos y (Neira y

co|., 1997; Pacin y co|., 1997; Samar y col., 2000)

— los cereales son consumidos en cantidad considerable por la población de nuestro

país (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 selección, ya que para garantizar que se tomen muestras

representativas de alimentos a fines de análisis, 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 inclusión de‘datos de ocurrencia natural los métodos

analíticos utilizados; lo más adecuado hubiera sido incluirsólo métodos de análisis validados

(es decir, aquellos cuyas características de eficacia‘se han determinado de acuerdo con
ensayos colaborativos entre laboratorios y que ahora son generalmente aceptados como

indispensables a efectos de control y reglamentación). Sin embargo, en el caso de

tricotecenos es difícilencontrar métodos validados y éste no fue un factor de selección en los
datos sobre ocurrencia natural incluidos en esta Sección.

Los datos sobre la ocurrencia natural de DONse resumen en la Tabla l.1 Se incluyó en esta

revisión 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 las
muestras están incluidos en una columna en la misma Tabla l.1 o en la Tabla l.2.

Las referencias de los trabajos de la Tabla |.1. incluyen la referencia primaria (P), la

referencia sobre muestreo (S) y las referencias analíticas (A)dadas por los autores.
Los valores de media han sido recalculados en los casos donde se habla informado como

media de muestras positivas y cuando los valores no detectados se computaron como la
mitad del límite de detección. Por Io tanto el valor medio en las tablas indica la media de

todas las muestras. tomando los valores indicados como debajo del límitede detección igual

a cero con pocas excepciones citadas en la Tabla |.1.

En estudios llevados a cabo para la década de 1980-1990 se pudo comprobar que la

ocurrencia de DONera 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 l.1 para facilitar la

visualización de la contaminación de la década 1990-2000. Además, 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 Ia Tabla I.1 ya que no se podrlan usar

para estimar la ingesta de esta toxina. Estos trabajos incluyen reportes de ocurrencia de la

toxina en áreas con epidemia, estimación de la variación de Ia contaminación por DON en

diferentes lotes, estudios de variación genética, muestras de granos con sintomas de ataque

fúngico y comparaciones de la presencia de DONen 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 expresado como el total de tricotecenos tipo B,

después de la hidrólisis (Chelkowski y col., 2000, no publicado; Chu y Gy. 1994; Freese y

col., 2000; Li y col., 1999, Luo y co|., 1992; Menna y col.. 1997; Okoye, 1993; Perkowski y
col., 1990 y 1997; Perkowski, 1999; Sohn y col., 1999; 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 I.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 contaminación (Tseng y col., 1995).
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muestras¡ig/kg

EE.UU.Cerealesde198931000'

PIS/A

P.SyA=Abouziedycol.(1991)Productosalimenticios

granosurtidobasadosengranos

adquiridosennegocios minoristasydealimentosnaturales.(envases unitariosdediferentes

EEUU.Trigo1991'8140'unk1570"'19330P,SyA=Femyezycol.(1994) EE.UU.cebada199311a500393000/14000P.yS=Trucksessycol.

(1995)/A=VeratoxUSDA.FGISde25

estados.Cadamuestra conformadapormúltiples submuestras seleccionadasde diferenteslugares.Las submuestrasfueron reunidasymezcladaspor elrecolector.Seenvió aurox.1009r.decada muestracompuestaala FDAparasuanalisis.Muestraanalltica=.

IEE.UU.Cebadade199329¡50009000/25800P.yS=Trucksessycol.Muestratomadaspor

cervezav(1995)/A=VeratoxUÍ‘DA.FGISde25

»asados.Cadamuestra

conformadapormúltiples submuestras seleccionadasde diferenteslugares.Las submuestrasfueron reunidasymezcladapor eirecolector.Seenvió aprox.100gr.decada muestracompuestaala FDAparasuanálisis.Muestraanalítica=.
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Para!RegiónProductoAño!nLOQn<LOQMin/Max90pn>n>ReferenciasProcedlmlentode

Temporadanúmero1001000muestra

deuglkg‘uglkg

muestrasuglkgpglkguglkgPIS/A

'EEUU.Trigodurode1993201500213700/18400P.yS=Trucksessycol.Muestrastomadaspor

primavera(1995)IA=VeratoxUSDA.FGISde25

estados.Cadamuestra conformadapormúltiples diferenteslugares.Las submuestraafueron reunidaymezcladaspor elrecolector.Seenvió mrox.100gr.decada muestracanpuestaala FDAparasuanálisis.

FEEUU.Trigodurode1993194|500100¡800/7600P.yS=Trucksessycol.

invierno(1995)/A=VeratoxUSDA.FGISde25

estados.Cadamuestra conformadaporrnúitiples submuestras seleccionadasde diferenteslugares.Las submuestrasfueron reunidasymezcladaspor elrecolecta.Seenvió aprox100gr.decada

-muestracompuestaala

.FDAparasuanálisis.

EEUU.Trigosurtido19931500O¡2300/2300P.yS=Trucksessycol.

(1995)/A=Veratox

Muestraanalltica=
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PalslRegiónProducto

Año!

Temporada

IEE.UU.

Trigoblando deinvierno

1993

IEE.UU.

Trigoblando blanco

1993

número
muestrasuglkg 59 28

Han'nablanca Harinablanca Harinablanca Harina integralde t'o

LOGn<LOQMin/Max

uglkg

90D
¡Ig/k9

n)
uglkg¡Ig/kg

n>

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

50091400/14600

P.yS=Tmcksessycol.
(1995)/A=Veratox

Muestratomadaspor USDA.FGISde25 estados.Cadamuestra
conformadapormúltiples

submueetras seleccionadasde
diferenteslugares.Las

submuestrasfueron reunidasymezcladaspor elrecolector.Seenvió aprox1009r.decada muestracompuestaala FDAparasuanálisis.Muestraanalítica=

100/700

P,yS=Trucksessycol. (1995)/A=Veratox P.SyA=Trucksessycol.(1996)

Muestratomadaspor USDA.FGISde25 estados.Cadamuestra confonnedapormúltiples submuestras seleccionadasde diferenteslugares.Las submueslrasfueron reunidasymezcladaspor elrecolector.Seenvió aprox.100gr.decada muestracompuestaala FDAparasuanálisis.Muestraanalltica=

P.SyA=Truckseesycol.(1996) P.SyA=TrucksessycoL(1996) P,SyA=Trucksessycol.(1996) P,SyA=Trucksessycol.(1996)

63

P.SyA=Trucksessycol.(1996) P.SyA=Trucksessycol.(1996)

32

P.SyA=Trucksessycol.(1996)

499

P,SyA=Trucksessycol.(1996)



-10­

Pais!RegiónProductoAño!nLOQn<LOQMin/Max90pn>n>ReferenciasProcedimientode

Temporadanúmero1001000muestra

deing/ka¡Jo/kg

muestras¡Ig/kg¡Ig/kg¡Jo/kgPIS/A

EEUU.Productosde1994520'420/120030P.SyA=Trucksessycol.(1996)

1820'IOIO00P.SyA=TrucksessycoL(1996)

320/116072P.SyA=TrucksessycoL(1996)

EEUU. EE.UU.

5719/11900111210P yS=HartL.P.(1998)IA=VeratoxLasmuestrasfueron

methodtomadasdetres

elevadoresydeuntotal de14camionesque oontenlantrigorecién cosechado,insertando unaprobetademetal(2m delargoy3.5cmde diámetroextemo)aiazar (500-8009r).Se envasaron separadamente10 submuestrasindividuales decadacamión.de5 camioneselegidos.se tomaron5submuestrasde50gr.ogranosenterosdecadaunade las10submuestras.molidosenunamoledoradecafeyseanalizaron.Elgranoremanentefue molidomásfinoconun molinoRomerpara producirunamezclade harinaysalvado.Las
tsubmuestrassetomaron

delflujoprincipalcontinuo(542%).

EE.UU. Canadá/OntarioTrigoblando197944'0¡60/130PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)Tomadoinmediatamente

deinviernodespuesdelecosechao

enlosmolinos.Tamaño
delamuestre=2a5k. Tomadoinmediatamente

421/3580PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

F

Canadá/OntarioTrigoblando19804910'

deinvierno

Canada/OntarioTrigoblando198110110'o'250/3240PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

deinvierno

delamuestra=2a5kg.
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Pais!Región

Producto

Año/

Temporada

n

número

de

muestras

uglkg

n<LOQMin/Max90pn>n>

1001000
uglkgtuglkg

uglkguglkg

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

Canada/Ontario

Trigoblando deinvierno

1982

129

25‘

1744/5670

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

Canada/Ontario

Trigoblando deinvierno

1983

13

732/110

PyS=Scott(1997)IA=Scottyco/.(1981)

Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño
delamuestra=2a5k. Tornadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

Canada/Ontario

Trigoblando deinvierno

1984

'22

3129/830

PyS=Scott(1997)IA=Scottyco/(1981)

Canadá/Ontario

Trigoblando deinvierno

‘­985

Canadá/Ontario

Trigoblando deinvierno

45 25

15/160

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño
delamuestra=2a5k. Tornadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

100'

13¡274/1730

PyS=Scott(1997)IA=Scottycoi(1986)

Tomadoinmediatamente despuesdeIacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

Canadá/Ontario

Trigoblando deinvierno

1967

Canadá/Ontario

Trigoblando deinvierno

‘_988

Canadá/Ontario

Trigoblando deinvierno

1989

24 20 28

313/1650

PyS=Scott(1997)IA=Scottyco|(1936)

Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

100­ 100'

20

Pys=Scott(1997)IA=Scottycol(1986)

Tornadoinmediatamente despuésdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

13t263/1360

PyS=Scott(1997)IA=Scottycoi.(1989)

Tornadoinmediatamente despuesdelacosechao

Canada/Ontario

Trigoblando deinvierno

1990

Canada/Ontario

Trigoblando deinvierno

1991

100'

42/170

PyS=Scott(1997)IA=Scottyco|.(1969)

8204/1160

PyS=Scott(1997)IA=Scottycoi.(1989)

Canadá/Ontario

Trigoblando deinvierno

1992

8127/390

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

Canadá/Ontario

Trigoblando deinvierno

1993

1317/910

PyS=Scott(1997)IA=Scottycoi.(1989)

enlosmolinos.Tamaño delamuestra=235k. Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5k. Tornadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosrnotlnos.Tamaño delamuestra=2a5kg.
Tomadoinmediatanente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño

delamuestra=2a5k.
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Pais!Región

Producto

Año!

Temperada

n

número

muestras

LOO uglkg

n<LOQ

Min/Max

¡Ig/k9

909
uglkg

n>

tuglkg

n>
1000

t¡Ig/kg

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

Canadá/Ontario

Trigoblando deinvierno

‘­994

18

100'

339/1540

PyS=Scott(1997)/A=Scottycoi.(1989)

Tomadoinmediatamente despuesdeIacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

Canada/Oeste

Trigoblando deprimavera

1981

Canada/Oeste

Trigoblando deprimavera

,_982

35

24

5'L7 30/7

¡90/1040

PyS=Scott(1997)/A=Scottyoo/(1981)

Tornadoinmediata'nente despuésdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

PyS=Scott(1997)/A=Scottyco/.(1981)

Canadá/Oeste

Trigoblando deprimavera

1983

7.8/60

PyS=Scott(1997)/A=Scottycol.(1981)

Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño
delamuestra=2a5k. Tomadoinmediatanente despuésdelacosechao enlosmolinos.Tamaño deiamuestra=2a5kg.

Canadá/Oeste

Trigoblando deprimavera

1984

49.5/260

PyS=Scott(1997)/A=Scottycol.(1981)

Canada/06m

Trigoblando deprimavera

,_985

PyS=Scott(1997)IA=ScottyCO/.(1981)

Tomadoinmediatamente despuésdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

Canada/Oeste

Trigoblando deprimavera

1986

14|80L1050

PyS=Scott(1997)IA=Scottycoi(1986)

Tomadoinmediatamente desqudelacosechao

Canada/Oeste

Trigoblando deprimavera

1987

14/100

Pys=Scott(1997)/A=Scottyco|(1986)

Canada/Oeste

Trigoblando deprimavera

1988

Canadá/Oeste

Trigoblando deprimavera

1989'29

19|52/‘240

PyS=Scott(1997)/A=Scottyco|(1986) PyS=Scott(1_9ï7)/A=Scottycol.(1989)

Canadá/Oeste

Trigoblando deprimavera

1990

156/1510

PyS=Scott(1997)/A=Scottyco|.(1989)

enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5k. despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.
Tomadoinmediata'nente delamuestra=2a5kg.

Canada/Cate

Trigoblando deprimavera

1991

13/190

PyS=Scott(1997)/A=Scottyco|.(1989)

Tomadoinmediatanente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5k.
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PaislRegión

Producto

Año]

Temporada

n

número

de

n<LOQMinIMax

tng/kg

9GP
uglkg

n>

1ire/kg

|1>
Polka

Procedimlentode

muestra

Referencias

PIS/A

Canadá/Oeste

Trigoblando deprimavera

1993

267/1300

P yS=Scott(1997)/A=Scottycoi.(1989)Tomadoinmediatamente

despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5k.

Canadá/Oeste

Trigoblando deprimavera

‘­994

P yS=Scott(1997)/A=Scottycol.(1989)Tomadoinmediatamente

despuésdeIacosechao

Canadá/Oeste

Trigoduro canadiense

1979

Canada/Oeste

Trigoduro canadiense

19 67

10-174/60

PyS=Scott(1997)/A=Scottycol.(1981) PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

Canada/Oeste

Trigoduro canadiense

1981

1.8/70

P yS=Scott(1997)/A=Scottycol.(1981)Tornadoinmediatamente

Canada/Oeste

Trigoduro canadiense

Canada/Oeste

Trigoduro canadimse

1983

135

Pys=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

57

30'57

Tomadoinmediatamente despuésdelacosechao enlosmolinos.Tamaño
delam_u_etra=2a5kg.

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

Canadá/Oeste

Trigoduro canadiense

1984

114134110500

P yS=Scott(1997)/A=Scottycol.(1981)Tomadoinmediatamente

Canada/Oeste

Trigoduro canadiense

142

|50-109¡58/3800

PyS=Scott(1997)/A=Scottycol.(1981)

Canada/Oeste

Trigoduro canadiense

147

267/7120

PyS=Scott(1997)/A=Scottyco|(1986)

Canada/Oeste

Trigoduro
canadiense

Canada/Oeste

Trigoduro
canadiense

1988

121 82

100'100ISO/2100

PyS=Scott(1997)/A=Scottycoi(1986) Pys=Scott(1997)/A=Scottyco|(1986)

delamuestra=2a5k.
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Pals/Reglón

Producto

Año/

Temporadanúmero

Canada/Oeste

Trigoduro canadiense

1989

Canadá/Oeste

Trigoduro canadiense

1990

Canadá/Oeste

Tn'goduro canadiense

1991

muestraspg/kg 80 97

I'l de

Canadá/Oeste

Trigoduro canadiense

1992

LOG

n<LOQ

Min/Max

llng

909
i19le

n)
¡Ja/kg

I'l>
¡Ig/kg

Procedimientode

muestra

Referencias

PIS/A

100'

79

2.4/190

Tomadoinmediatamente despuesdeIacosechao enlosmolinos.Tamaño
delamuestra=2a5k.

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

69

Tomadoinmediatamente
despuésdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

78 W

92/3380

Tomadoinmediatamente despuésdelacosechao enlosmolinos.Tamaño
[delamuestra=2a5kg.

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

fino

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)Tomadoinmediata'nente

despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

Canadá/Oeste

Trigoduro canadiense

1993

91

70

136/2800

Tomadoinmediatzna'lte despuesdeIacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5k.

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

Canadá/Oeste

Trigoduro canadiense

43

35

108/1800

Tornadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosrnoiinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

PyS=Scott(1997)IA=Scottyco|.(1989)

Canada/Oeste

Trigoduro canadiense

1995

Canadá/Ontario

1980

Canadá/Ontario

1981

43 26

122/480

Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5k.

PyS=Scott(1997)IA=Scottycoi.(1989)

2¡524/2240

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)Tornadoinmediatamente

despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño ¡delamuestra=2a5kg.

340/620

P yS=Scott(1997)IA=Scottyco/.(1981)Tomadoinmediatamente

despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

Canadá/Ontario

1982

0I200/880

Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5k.

PyS=Scott(1997)IA=Scottyco/.(1981)

Canadá/Ontario

1983

170/1190

Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

PyS=Scott(1997)IA=Scottytro/(1981)

Canadá/Ontario

1984

510/1020

Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

PyS=Scott(1997)IA=Scottyoo/(1981)
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Pais!Región

Producto

Año!

Temporada

número

tmuestras

n<LOQMin/Max

uglkg

9°P
¡Ig/k9

n>
lla/kg

n)
¡Ig/k9

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

Canada/Ontario

1985

16

1172/2280

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

Canada/Ontario

1072/3050

PyS=Scott(1997)/A=Scottycoi(1936)

Canadá/Ontario

1987

1086/4090

Pys=Scott(fín/A:Scottyco|(1986)

Canada/Ontario

1988

273/1590

PyS=Scott(1997)/A=Scottycol(1986)

Canadá/Ontario

1989

218/650

PyS=Scott(1997)IA=Scottyco|.(1989)

Canada/Ontario

[920/2200

Pys=Scott(1997)/A=Scottycol.(1989)

Canadá/Ontario

1991

44011500

PyS=Scott(1997)/A=Scottyco|.(1989)

Tomadoinmediatamente despuésdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5k. Tomadoinmediatamente delamuestra=2a5kg.

0LSD/1530

Canada/Ontario

1992

Canadá/Ontario

1993

PyS=Scott(1997)IA=Scottycoi.(1989)

396/1800

Pys=Scott(1997)/A=Scottyco|.(1989)

Canadá/OntarioMaiz

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

Canadá/OntarioMaiz

1995

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

Tomadoinmediatamente

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1980-1981

10

PyS=Scott(1997)/A=Scottycol.(1981)

delamuestra=2a5k.
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Pala!Reglón

Producto

Añol

Temporada

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1982-1983

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1983-1984

Canada

Alimentosa basedetrigo

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1984-1985

número

denLOQ

muestras¡lg/kg

n<LOQ

MlnIMax

ing/kg

909
llo/k9

n)
luglkg

n>
1ooo

luglkg

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

27025'

119

140/4060

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

.­
15510­

100’

.__

16710­

100'

1985-1986'8710­

me

Canada

Alimentosa basedetrigo

1986-1987

9130­

280’

143/1150

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1981)

W

P yS=Scott(1997)IA=Scottyoo/(1981)

61fl50

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol(1986)

126/1600

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol(1986)

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1987-1988

Canadá

Alimentosa basedetn'go

1988-1989

42

100'

55

122/1030

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol(1986)

Tomadoinmediatanente despuesdeIacosechao enlosmolinos.Tamaño
delamuestra=2a5k.

delamuestra=2a5kg.

PyS=Scott(1997)IA=Scottyco|(1986)

Tomadoinmediatanente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=285kg.

Canada

Alimentosa basedetn'go

1989-1990

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1990-1991

14100'

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1991-1992

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1992-1993

19/130

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

Canadá

Alimentosa basedetngo

1993-1994

36

192/1700

PyS=Scott(1997)IA=Scottycol.(1989)

57/400

PyS=Scott(WMA:Scottycol.(1989)

Tomadoinmediatamente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño
delamuestra=2a5k.
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Pala!Región

Producto

Año!

Temporada

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1994-1995

Canadá

Alimentosa basedetrigo

1995-1996

n

número

de

59 187
muestrasuglkg

LOGn<LOQ

Min/Max

¡IQ/k9

n)
uglkg

ing/k9

|'|>
¡IQ/k9?

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

20­ 100'

93/1000

PyS=Scott(1997)/A=Scottycoi.(1989)

20-124 100'

108/2750

PyS=Scott(1997)/A=Scottycol.(1989)

Tomadoinmediatznente despuésdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5k. Tomadoinmediata'nente despuesdelacosechao enlosmolinos.Tamaño delamuestra=2a5kg.

Canadá

Cerveza

1993

Argentina

Walz

1987-1989

100

0.1’."13 100''67

3.7/503"

11.4"

P.SyA=Scoriycol.(1993)

L—.
129/1200

P=Sauboisyco/.(1992)IS=Junta NacionaldeGranos(1984).COPANT (1998).Jewers(1987)]A=Trucksessy

Muestras=10kg.Muestra analliica=509

Argentina

Trigo

1985

Argentina

Trigo

123 261

571/1730

Ica/¿1984)
P=Quirogaycol.(1995)IS=Aproycol. (198IA=Trucksesscal.(1984)

VerTabla/.2

329/2400

Argentina

Trigo

1989

102

Argentina

Trigo

1990

159

47/400 146/6725

P=Quirogaycol.(1995)/S=Aproycol. (1987/A=Trucksesscol.1984)

VerTab/aI.2

P=Quirogaycol.(1995)/S=Aproycol. (198IA=Trucksesscol.1984)

VerTabla¡.2

P=Quirogaycol.(1995)/S=Aproycol. (1987IA=Trucksesscol.1984)

VerTabla[.2

Argentina

Trigo

1991

Argentina

Trigo

189

30'142ISS/515 30'139

75/505

Argentina

Trigo

17953

100'8

846/4500

Argentina

Trigo

1993

11

2594/30000

Argentina

Trigo

1993

483

2147/8000

Argentina

Harinade [tgg'o

79'94I61

15

1042/9000

Argentina

Trigo

488

Argentina

2114/30000

0¡6373/2800

P=0uirogaycol.(1995)/S=Aproycol. (1987lA=Trucksesscol.1964)

VerTabla[.2

P=Quirogaycol.(1995)/S=Aproycol. (198/A=Trucksesscol.1984)

VerTab/e¡.2

PyS=Dalceroyco/.(1997)IA=Truckses

col.1984)

P=Gonzálezycol.(1996)/S=Aproycol.
198IA=Truckseascol.1984)

VerTablaI.2

5200 2000

S=ResnikyPacin(2000)no publicaddP=PacinyResnik(2000)no

ublicado/A=Tmcksesscol.1984)

VerTableI.2/muestradeLaboratorio=1009.

P.syA=Pacinyco/(1997)

Compradoenmolinos UE)

572065 143220

P.SyA=Pacinycol.(1997)/S=Aproycol.(1987)

VerTab/a[.2

P,SyA=Neirayco/.(1997)

:(qiroximadamenie25g
Compradoenpanaderiasalazar20piezas

Argentina Argentina Argentina

197

190

P=Gonzálezycol.(1999a)/S=Aproycd.
198/A=Scol.1999

¡cadauna)
VerTab/a/.2

292.6/436

410

P.SyA=Neirayco/.(1997)

Cornpradoenpanaderias

1k

26.3/2250

S=ResnikyPacin(2000)/P=Paciny R5nik(2000)nopublicadolA=Soloveyy col.1999

VerTable[.2
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Pais!Región

Producto

Año!

Temporada

‘muestras

nLOG

número

de

¡ag/kg

n<LOQ

Min/Max

uglkg

909
¡Ig/k9

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

Argentina

Harinade

1995

748

P=PacinyResnik(2000)nopublicado/A=Soloveyycol.(1999)

Argentina

1996

Argentina

1996

548

P=PacinyResnik(2000)nopublicado!

col.1999

5948

S=ResnikyPacin(2000)nopubiicadol

=Resnikycol.(2000)nopublicado/A=

Soioveyycol.(1999)

VerTableI.2

Argentina

1996

Argentina

Trigo

1996

4555400

=ResnikyPacin(2000)no

publicaddP=Gonzáiezy

VerTableI.2/tameñode muesb'a:1kg.

Argentina

Cebada

1997

A=samZcol.

Argentina

Maiz

1797

Argentina

Harinade

1997

P,SyA=So|oveyycol.(1999) P.syA=Soioveyycol.(1999)

Argentina

1997

Argentina Argentina

1997

ISS/193

171.410

PyS=Sanarycol.(2000)/A=Neiraycol. (1997)

|69816000

1920'29

S=ResnikyPacin(2000)nopublicadolP=PacinyResnik(2000)no

ublicado/A=Soicol.1999

VerTable¡.2

S=ResnikyPacin(2000)nopublicado/P=PacinyResnik(2000)no

ublicadolA=Solcol.1999

VerTabla¡.2

Argentina

Tn'go

1998

516/3600

S=ResnikyPacin(2000)nopublicadolP=PacinyResnik(2000)no

ublicadolA=Soical.1999

VerTable¡.2

Argentina

IMaiz

1998

3

to,_._

4.6/250

S=ResnikyPacin(2000)nopubiicaddP=Resnikycol.(2000)no

ublicadolA=Solcol.1999)

VerTableI.2

Argentina

Café

1998

PyS=PacinyResnk(2000)no
ublicadoIA=SCOI.1999

Argentina

PyS=PacinyResnik(2000)no
ublicadolA=Scol.1999

Argentina

PyS=Broggiycol(19993.b)IA= Scol.1999

Argentina

3333
(D

PyS=PacinyResnik(2000)no
ublicado/A=Solcol.1999

Argentina Argentina

Maiz

31

Argentina

Maiz

355

PyS=Bocaycol.(2000)IA=Neiraycoi. (1997)

.­

S=ResnikyPacin(2000)nopublicado/P=Broggiycol.(2000)nopublicado/A= Scol.1999

VerTableI.2

=ResnikyPacin(2000)nopublicado!

P=Resnikycol.(2000)nopublicado/A= Soioyeyycol.(1999)

VerTableI.2
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PalslReglón

Producto

Año!

Temporada

nLOG

número

de

muestras

n<LOQ

uglkg

MIn/Max

uglkg

909
uglkg

|1>
lag/kg

n>
uglkg

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

Argentina

Harinade ln'go

1999

3

o

3

905/1963

PyS=PacinyResnik(2000)no
ublicadoIA=Scol.1999

Argentina

Arrozpartido

1999

4343

PyS=Broggiycol.(1999c)IA=Soloveyycol.{19992

Argentina

Arrozpulido

1999

PyS=Broggiycol.(1999c)IA=Solovey

col.99992

Argentina

Trigo

1999

P=ResnikyPacin(2000)no publicaddS=PacinyResnik(2000)no

ublicadoIA:Scol1999

VerTable¡.2

Argentina

Harinade

1999

‘t

3

V

PyS=Broggiycol(1999c)IA=Soloveyycol.g19992

Argentina

maiz Malz

1999

73

3

P=Broggiycol.(2000)nopublicadoIS= ResnikyPacin(2000)nopublicadolA=Solcol.1999

VerTable¡.2

Argentina

Pochoclo

1999

PyS=Souzaycol.(2000)/A=Soloveyy col.(1999)

Argentina

Sorgo

1999

Argentina

IMalz

2000

Argentina

Cebada

2000

Argentina

Cerveza Tn'go

Brasil

102548967

Tomadodecosechaen zigzagdelapaneinterna
¡delbQuesembrado.

P=PacinyResnik(2000)nopublicado IS=ResnikyPacin(2000)no

col.(1999

VerTabla[.2

35.5/2700

49

VerTable¡.2

ycol.(1999)

671001|238l15950

110/590

PyS=Moltoycol(2000)/A=Scotty col.(1993)

578

yValenteSoares(1995)PyS=Furlongycol.(19955/A=Furlong P.SyA=Mallman(2000)nopublicado

TomadadelaIndustriaCervecera(muestrano detrigoenSanPdnlo=3­10kg.Muestrade
Iaboraton'o=1k.

Muestrasde2009a1kg.

10014

198/3500

P.SyA=Mallman(2000)nopublicado

Muestrasde2009a1kg.

Brasil Brasil/Paraná Brasil/Galas

38200’38

PyS=SoaresyFurlani(1996)/A=FurlongySoares(1995)

‘muestraükg)

compradasennegocios dealimentosnaturales.

8011175

7/542

P=Pradoycol. col.1984)(1997)/S=Fonseca(1991)lA=Trucksasy
P=Pradoycol

=Fonaeca(1991)/A=Trucksessy
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Pals/RegiónProductoAño/nLOGn<LOQMin/Max90pn>n>ReferenclasProcedimientode

Temporadanúmero1001000muestra

deuglkguglkg

muestrasug/kg¡ig/kgpg/kgPIS/A

ChileMaiz1995-19966810'68PyA=Vegaycol.(1998)/S=0IavarrlaVerTab/aI.2

(1992}

UruguayTrigoysus1993-19944040'15345/4000667201P=Piñeiroycol.(1994).Piñeiroycol.

productos(1996).PiñeiroySilva(1997)yPiñeiro

(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEP/FAONVHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol.

____l___.l_____(19436)a

UruguayCebadaysus1993-19949940'581220/400012002410=Piñeiroycol.(1994).Piñeiroycol.

productos(1996).PiñeiroySilva(1997)yPiñeiro

(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEP/FAONVHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol. (19_85)

UruguayIMalzysus1993-19941040"8158/1500801P=Piñeiroycol.(1996),PiñeiroySilva

productos(1997)yPiñeiro(2000)no

publicado/S=FAO (1994).UNEP/FAONVHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol. (EEE

UruguayArrozysus1993-1994340'2100/3001P=Piñeiroycol.(1994).Piñeiroycol.

productos(1996),PiñeiroySilva(1997)yPiñeiro

'(2000)nopublicado/S=FAO

(1994),UNEP/FAO/WHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol. (19152

L3

UruguayTrigoysus1994-199516840''81[297/4000844P=Piñeiroycol(1996),PiñeiroySilva

productos(1997)yPiñeiro(2000)no

publicado/S=FAO (1994).UNEP/FAONVHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (1986)

UruguayCebadaysus1994-19955140'45¡23/400ISO4P=Piñeiroycol(1996).PiñeiroySilva

productos(1997)yPiñeiro(2000)no

publicado/S=FAO (1994).UNEP/FAO/WHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol

__(EE947

UruguayIMalzysus1994-1995740'443/1201001P:Piñeiroycol(1996),PiñeiroySilva

productos(1997)yPiñeiro(2000)no

publicado/S=FAO (1994).UNEPIFAO/WHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol
1986
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Pais!Región

Producto

Año!

Temporada

n

número

de

muestras

n<LOQ

Min/Max

uglkg

Uruguay

Arrozysus productos

1994-1995

10

32/167

909
uglkg

|1>

l¡Ig/kguglkg

n>

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

152

P=Piñeiroycol(1996),PiñeiroySilva (1997)yPiñeiro(2000)no publicado/S=FAO (1994).UNEP/FAO/WHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (1986)

Uruguay

Trigoysus productos

1995-1996

164/945

Uruguay

Cebadaysus productos

1995-1996

54/287

P=Piñeiroycol(1996),PiñeiroySilva (1997)yPiñeiro(2000)no publicadoIS=FAO (1994).UNEPIFAONVHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol
1986

P=Piñeiroycol(1996).PiñeiroySilva (1997)yPiñeiro(2000)no
publicadolS=FAO (1994).UNEPIFAONVHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984),Eppleyycol (1986)

Uruguay

Maizysus productos

1995-1996

33/120

Uruguay

Arrozysus productos

1995-1996

15/96

Uruguay

Trigoysus productos

1996-1997

Uruguay

Cebadaysus productos

1996-1997

27

325/1668

40

P=Piñeiroycol(1996),PiñeiroySilva (1997)yPiñeiro(2000)no publicado/S=FAO (1994).UNEPIFAO/WHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (1986)

52

P=Piñeiroycol(1996).PiñeiroySilva (1997)yPiñeiro(2000)no publicadoIS=FAO (1994),UNEPIFAO/WHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (1m

834

P=Piñeiroycol(1996).PiñeiroySilva (1997)yPiñeiro(2000)no publicadoIS=FAO (1994).UNEP/FAONVHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol
1986

53

152/1704

Uruguay

Arrozysus productos

1996-1997

31

184/956

319

P=Piñeiroycol(1996).PiñeiroySilva (1997)yPiñeiro(2000)no publicadolS=FAO (1994).UNEPIFAO/WHO(1968)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (191:)

574

P=Piñeiroycol(1996).PiñeiroySilva (1997)yPiñeiro(2000)no publicado/S=FAO (1994).UNEPIFAOIWHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (1986)
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Pais!Región

Producto

Añol

Temporada

LOQn<LOQ uglkg

MtnlMax

uglkg

Uruguay

Trigoysus productos

1997-1998

40'32

Uruguay

Cebadaysus productos

1997-1998

241

40’'58

316/5536

90p

r

¡IQ/k9

n>

n>

¡Ig/kwuglkgw

Referencias

PIS/A

Procedlmientode

muestra

769

1823/34462

Uruguay

Malzysus productos

1997-1998

Uruguay

Arrozysus productos

1997-1998

4781

P=Pineiro(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEPIFAOIWHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984),Eppleyycol
HEEL____4

P=Piñeiro(2000)nopublicado/S=FAO(1994),UNEP/FAONVHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (1986)

‘_

P=Pifleiro(2000)nopublicaddS=FAO(1994).UNEP/FAONVHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (19862

26

40'

Uruguay

Tn'goysus productos

1998-1999

Uruguay

Cebadaysus productos

1998-1999

20'1 20'62

126/528 63/862

P=Pifleiro(2000)nopublicadolS=FAO(1994).UNEP/FAO/WHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (19862 P=Pineiro(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEP/FAONVHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol
1986

161

P=Pifleiro(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEP/FAONVHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (1986)

Uruguay

Maizysus productos

1998-1999

20'3

111/651

81

P=Pifleiro(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEP/FAONVHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (1986)

Uruguay

Arrozysus productos

1998-1999

P=Pifleiro(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEPIFAONVHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984),Eppleyycol (1986)

Uruguay

Tn'goysus productos

1999-2000

Uruguay

Cebadaysus productos

1999-2000

153

173

P=Pineiro(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEP/FAOIWHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol
1986

4/98

21

P=Pineiro(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEP/FAONVHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol (1986!

Uruguay

IMaIzysus productos

1999-2000

43/176

P=Pifleiro(2000)nopublicado/S=FAO(1994).UNEPIFAONVHO(1988)IA= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol
1986

Uruguay

Arrozysus productos

1999-2000

6/80

P=Pifleiro(2000)nopublicadoIS=FAO(1994).UNEP/FAONVHO(1988)/A= Trucksessycol.(1984).Eppleyycol
1986
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PaislRegión

Producto

Año!

Temporada

n

número

de

LOQ

muestrasruglkg

n<LOO

Min/Max90p

¡Ig/kguglkg

|1>
ing/kg

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

Europa Austria

Maiz

1996/Autumn85

Austria

Malz

199651

4

Austn‘a Austria

¡Maiz

199758

Austria

Malz

199848

12[285/136071031

694/2435

PyS=Ellendy
col.(1997)/A=Weingaertnery col.(1997.Scottcol.1986)

662/2570

Lewycol.(2000)nopublicadoCOST 835/A=ELISA

Muestrasdem3de2kg
Muestra(alrededorde

60kg)tomadascorno muestrascompuestas. Homogeneizadasy divididaenmuestrasde 6kg.cadauna.Molidasenunmolinocasero(1

5|575l2810138032

835/A=Lewycol.(2000b)nopublicado

Ikg).

Lewycol.(2000')nopublicadoCOSTMuestras(alrededorde

60kg)tomadascomo muestracompuestas. Homogeneizadasy divididaenmuestrade 6kg.cadauna.Molidas

91/58019025

Lewycol.(2000)nopublicadoCOST 835/A=Lewyco/.(2000b)nopublicado

enunmolinocasero(1 ikg).Muestras(alrededorde 60kg)tomadascomo muestrascompuestas. Homogeneizadasy divididasenmuestrasde 6kg.cadauna.Molidasenunmolinomero(1 k

Lewycol.(ZW‘)nopublicadoCOST 835/A=Lewycol.(2000b)nopublicado

Muestras(alrededorde 60kg)tomadascomo muestrascompuestas.

iHomogeneizaday
dividivasenmuestrasde 6kg.cadauna.Molidasenunmolinocasero(1

Austria

Trigo

Is

{527/145

Lewycol.(2m) nopublicadoCOST835/ A=Weingaertnerycol.(1997)

Ikg).Muestras(alrededorde 30kg)tomadascomo muestrascompuestas. Hanogeneizadesy divididasenmuestrade 6kg.cadauna.Molidasenunmolinocasero(1

INoruegafimportación

Trigo

19ISS/660|5704

PyS=LangsethyElen

k. VerTable¡.2

(1991)/A=Laqg;ethyElen(1996)I
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Paia/RegiónProductoAño/nLOQn<L00Min/Max90pn>n>ReferenciasProcedimientode

Temporadanúmero1001000muestra

de‘uglkg‘¡Ig/kg

muestras¡ig/kg¡ig/kg¡ig/kgPIS/A

Noruega/importaciónTrigo19921630'4403/1300950102PyS=LangsethyElenVerTab/eI.2

(1917)!A=LangseihyClasen(1992)

Noruega/importaciónTrigo19932930'15383/2500936143PyS=LangsethyElenVerTab/eI.2 NoruegafirnponaciónTrigo19943030'18i69/61017750PyS=LangselhyElenVerTab/e/.2

8

3

1a148/65052730PyS=LangseihyElenVerTab/e[.2

NoruegafimponaciónTrigo1995

(1EL!=LangsethyClasen(1992)

Noruega/importaciónTrigo19963420'20326/270062561PyS=LangsethyElenVerTab/e/.2 Noruega/ImportaciónTrigo19971020'3353/190078441S=Langseth(2000)¡PyA=LangsethVerTab/a¡.2

(2000)yLangsethycol.(2000)no

_publicado(cosnas)

Noruega/importaciónTrigo19982420-674/2332045os=Langseth(2000)[PyA=LangsethVerTab/e¡.2

(2000)yLangsethycol.(2000)no
IgublicadoiCOST83SQ

Trigo199013830'28101/690215i500PyS=LangsethyElenVerTab/e[.2

(1997lA=LasethElen1996

Trigo199110730'2081/310182310PyS=LangsethyElenVerTab/e¡.2

(@)/A=LangseihyEien{1996)

Trigo199211230'44971oPyS=LangsethyElenVerTable/.2

1997/A=LsethClasen1992

Trigo199310230'79-836oPyS=LangseihyElenVerTable/.2

1997/A=LasanClasen1992

110PyS=LangsethyElenVerTabla¡.2

Trigo199411230'

1997)/A=LangseïyClasen(1992)

Trigo19952630’1519.5/1704110PyS=LangsethyElenVerTab/e/.2

(1997)/A=LangsethyCiasen(1992)

Trigo19962820'28PyS=LangsethyEienVerTab/e[.2

(19922/A=LaggsethyClasen{1992)

Trigo19972520'19i8/7328O0S=Langseth(2000)leA=Langse1hVerTab/eI.2

(2000)yLangsethycol.(2000)no
ublicadoCOST835

Trigo19983520'324/85OOOS=Langseth(2000)IPyA=LangsethVerTab/e1.2

(2000)yLangsethycol.(2000)no
ublicadoCOST835

NomegañmportacimCenteno19901830'1215/5046.500PyS=LangsethyElenVerTab/e¡.2

(1997)/A=LangsethyElen(1996)

Noruega/rmpoflaciónCenteno19931230'914/625100PyS=LangseihyElenVerTable/.2

199/A=LasethClasen1992

Noruega/importaciónCemeno19941230'816/605300VerTab/a/.2 NoruegafimportaciónCenteno19951130'a12.515750ooPyS=LangsethyElenVerTable/.2

(199/A=LasethClasen1992

NoruegafimpodaciónCenteno19961020'10PyS=LangseihyElenVerTab/e[.2

199/A=LasethClasen1992

Cebada19901020'230/6051PyS=LangseihyElenVerTable/.2

199lA=LaethElen1996
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Pals/Región

Añol

Temporada

Producto

núrnero

I'I de

lmuestras

uglkg

n<LOQMlnlMax

¡lg/k9

909
uglkg

n>n>

1000

luglkgluglkg

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

Noruega

Cebada1990

Noruega

10

20"

95.5/55

PyS=LangselhyElen

20

0262/690590

VerTeb/e/.2 VerTable[.2

Nomega

1993

0470/670

VerTeb/e[.2

Noruega Noruega

O538/1300

PyS=LangseihyElen (1997/A=LsethClasen1992

VerTable[.2

1054/230135

PyS=LangseihyEien (1997IA=LasethClasen1992

VerTeble¡.2

Noruega Noruega

Avena

5101/266244

PyS=LangsethyElen
1997/A=LasethClasen1992

VerTeble[.2

0i58/110101

S=Langseth(2000)leA=Langseth(2000)yLangsethycol.(2000)no
ublicadoCOST835

VerTablaI.2

Noruega

Avena

Noruega

Avena

20'

10129/850

S=Langseth(2000)¡PyA=Langseth(2000)yLangsethycol.(2000)no
ublicadoCOST835

VerTab/e{.2

20'

S=Langseth(2000)¡PyA=Langseth(2000)yLangsethycol.(2000)no
ublicadoCOST835

VerTable¡.2

Finlandia

1987-1988

P.SansA=HietaniemiyKumpulainen(1991)

muestras(2-3kg) tomadasdeGraneros EstatalesdeFinlandiay
¡granE'oeErivados.

Finlandia

Cebada1987-1988

P.SansA=HietaniemiyKumpulainen(1991)

muestras(2-3kg) tomadasdeGraneros EstatalesdeFinlandiay granjerosprivados.

Finlandia

Trigo1987-1988

375/356

P.SansA=HietaniemiyKumpulainen(1991)

muestras(2-3kg) tomadasdeGraneros EstatalesdeFinlandiay
¡gran'lgosgrivados.

Finlandia

Centeno1987-1988

740/93

P.SansA=Hietanien1iyKumpulainen(1991)

muestras(2-3kg) tomadasdeGraneros EstatalesdeFinlandiay

ran'eroerivados.

Finlandia

Tn'go

31

P.SyA=Eskolaycol.(2000a.b)no
ublicado

VerTableI.2

Finlandia

Centeno

49

P.SyA=Eskolaycol.(2000a.b)no
ublicado

VerTableI.2

Finlandia

Cebada

9I24.5/144620.7/55.940

P.SyA=Eskolaycol.(2000a.b)no
ublicado

VerTable¡.2

Finlandia

Avena1998

PaisesBajos

Productosen baseatrigo

2138.6/955955

P.SyA=Eskolaycol.(2000a,b)no
ublicado

VerTable¡.2

2134/250220

P.SyA=Spanjer(2000)nopublicado.

VerTableI.2
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Pais!Región

Producto

Añol

Temporada

n

número

de

muestras

LOQn<LOQMlnlMax ing/kg¡Ig/k9

909

uglkg

|'|>
lla/¡(9‘

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

Holanda

Trigo

54

358/1900

Holanda

Harinade trigo

24

193/460

P.SyA=Spanier(2000)nopublicado

VerTable¡.2

P.SyA=Spanjer(2000)nopublicado

VerTable¡.2

Holanda Holanda Holanda

Malzy productos relacionados Malla Granosysus
roduclos

Holanda

Variosgranos (excepto trigo)

3

110/130

P,SyA:Spanjer(2000)nopublicado

VerTable¡.2

0/0

Suecia

Trigo

171 25

55/570 40I385

P,SyA=Spanjer(2000)nopublicado

VerTable[.2

0
NF

P,SyA:Spanjer(2000)nopublicado

VerTable[.2

2-3

P,SyA=Spanjer(2000)nopublicado

VerTableI.2

—
9.5/90

Suecia

Avenas

1990

71

25/375

PyS=Peltersson(2000)nopublicado/A:Peitersson(1993) PyS=Pettersson(2000)nopublicadolA=Pettersson(1993)

Suecia

Cebada

39

40

PyS=Peltersson(2000)nopublicado/A=Peltersson(1993)

Suecia

Centeno

1990

PyS=Peltersson(2000)nopublicado/A=Pettersson(1993)

Suecia

Trigo

1991

92

4017.7/240

43.5

PyS=Peltersson(2000)nopublicado/A=Peltersson(1993)

Suecia

Avena

1991

286/95

16.5

PyS=Petlersson(2000)nopublicado/A:Pettersson(1993)

Suecia

Trigo

1992

PyS=Pettersson(2000)nopublicado/A=Petlersson(1993)

Muestras(alrededorde 1kg)tomadasdecampos
experimentales.secades ymolidas.Submuestra analizada2 . Muestras(alrededorde ymolidas.Submuestra analizada2 . Muestras(alrededorde ymolidas.Submueatra analizada2 . ymolidas.Submueetra analizada2 . Muestras(alrededorde ymolidas.Submueslra analizada2 . Muestras(alrededorde experimentales,secadas ymolidas.Submueelra analizada2 . Muestras(alrededorde 1kg)tomadasdecamposexperimentales.sacadas ymolidas.Submuestra analizada2 .
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País!Región

Producto

Añoln

número

de

lmuestras

n<LOQMlnIMax90p

uglkguglkg

|1>
uglkg

n>

luglkg

Procedimientode

muestra

Referencias

PIS/A

Suecia

Avena

19922

040/40

PyS=Petlersson(2000)nopublicado/A:Peltersson(1993)

Muestras(alrededorde 1kg)tomadasdecampos
emerimentales.sacadas ymolidas.Submueslra analizada2

Suecia

Trigo

110/20

PyS=Pettersson(2000)nopublicaddA=Muestras(alrededorde Penersson(1993)

ymolidas.Submuestra analizada2

Suecia

614.4/89

PyS=Peflersson(2000)nopublicado/A=Muestras(alrededorde Pedersson(1993)

Suecia

Avena

2136/538269

lPenersson(1993)
PyS=Peltersson(2000)nopublicado/A=

ymolidas.Submuestra analizada2

Suecia

Avena

1996'80

947/365146

Muestras(alrededorde 1kg)tomadasdecampos
experimentales.secadas

PyS=Pettersson(2000)nopublicado/A=Penersson(1993)

ymolidas.Submuestra

Suecia

Avena

1997

5I86/406

195

PyS=Pettersson(2000)nopublicado/A:Pertersson(1993)

Suecia

Avena

1998

14/12045.8

PyS=Pettersson(2000)nopublicado/A=Pettersson(1993)

ymolidas.Submuestra analizada2

Suecia

Cebada

1998

831/243

PyS=Pettersson(2000)nopublicado/A=Muestras(alrededorde Penersson(1993)

ymolidas.Submuestra analizada

Suecia

Trigo

10/1996-'59 06/1998

173

43‘69]2153

PyS=Thuvyerycol.(2000)IA=Müllery
Gustavsson(1992)

Muestraanalltlca=
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PaislRegión

Producto

Año!

Temporada

n

número

de

muestras

LOG uglkg

n<LOO

Min/Max

909
ing/kg

n>
llng

|'|>
uglkg

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

Suecia

Trigo

1999

Suecia

AVBfla

10/1996­ 06/1998

75

16

120

PyS=Thuvyerycol.(2000)nopublicado/A=MdlleryGustavsson(1992)

23

9.3170

42

PyS=Thuvyerycol.(2000)IA=Mallery
Gustavsson(1992)

Suecia

Avena

1999

Suecia

Centeno

10/1996­ 06/1998

28

|6/19

PyS=Thuvyerycol.(2000)nopublicadolA=MolleryGustavsson(1992)

13/351

PyS=Thuvyerycol.(2000)IA=Mollety
Gustavsson(1992)

lalmacenamientooenel

Suecia

Centeno

1999

13/47

PyS=Thuvyerycol.(2000)nopublicadolA=MolleryGustavsson(1992)

Bulgaria

Trigo

37.9/137

91.5

PyS=Atanasovycol.(1995)/A=Luoy col.(1990)

Muestras(alrededorde 1kg)tomadascomo muestrascompuestasdel flujodeentradade cerealesalmolino. duranteel cemlesalmolino.duranteel almacenamientooenel flujodeproducción.Muestraanalltica=. Muestras(alrededorde 1kg)tomadascomo muestrascompuestasdel flujodeentradade cerealesalmolino. duranteel flujodeentradade cerealesalmolino, duranteel almacenanlentooenel flujodeproducción.Muestraanalltica=. Muestras(alrededorde 1kg)tomadascomo muestrascompuestasdel flujodeentradade cerealesalmolino, duranteel almacenamientooenel flujodeproducción.Muestraanalltica=

Bulgaria

Trigo

1995

1205/1800

P,SyA=Vrabchebaycol.(1996)Ridascreen'"



Pais!Región

Producto

Año!

Temporada

I'l

número

de

LOO

rnuestrasiuglkg

n<LOQMin/Max

uglkg

90p
uglkg

n> 100

n>
1000

nn

I'U'“UFW“!

Procedimientode

muestra

Referencias

PIS/A

Mediana

Rusia

Trigo

1986

Rusia

Trigo

14

50.

0590/2510 34260/9090

Rusia

Trigo

120

Rusia

Trigorecién cosechado

1989

251

‘ Rusia

Trigorecién
cosechado

1990

214

¡Rusia

Trigorecién cosechado

159¡50'

90570/3520aW­

2310

P.SyA=Tuteiyanycol.(1990)Wuestrasobtenidasde4o

diferentesalmacenesde granosenIaregióndel CáucasoNorieenRusia.
iSubmuestra=1k.muestra

analitica=25

1460 3800

Muestrasobtenidasde40 diferentesalmacenesde

P.SyA=Tuteiyanycol.(1990)

'62

P.SyA=Tuteiyanycol.(1990)

CáucasoNoneenRusia. Submuestra=1k.muesira

0I680/58001200

PyS=Tuteiyan(1998)/A=Tuteiyany coi.(1990)

660

PyS=Tuteiyan(1998)/A=Tuieiyany col.(1990)

39|520/3800I 650

PyS=Tuteiyan(1998)/A=Tuieiyany coi.(1990)

almacenanientoen10 regionesdeRusia



-30­

90pn>n>ReferenciasProcedimientode

1001000muestra

¡Ig/kg1¡Ig/k9

muestraspg/kg¡ig/kgPIS/A

RusiaTrigorecien199231150'1600PyS=Tutelyan(1998)/A=TutelyanyMuestras(2kg)

cosechadocol.(1990)representativasdetrigoy

cebadarecien cosechadasyde alimentosabasede granosobtenidasde diferentesplantasde almacenamientoen10 regionesdeRusia.

RusiaTrigorecién199354350'4710/40001200PyS=Tutelyan(1998)/A=TutelyanyMuestra(2kg)

cosechadocol.(1990)representativasdetrigoy

cebadarecien cosechadasyde alimentosabasede granosobtenidasde diferentesplantasde almacenamientoen10

Pals/RegiónProductoAño/nLOG

Temporadanúmero

de

iRusiaTrigorecién199415450’11880/950.170PyS=Tutelyan(1998)/A=Tutelyany

cosechadocol.(1990)

diferentesplantasde almacenamientoen10

|RusiaTrigo19895750'42¡230/6650440PyS=9'9l':telyan(1998)/A=Tutelyany

col.(1)

¡RusiaTrigo1990/19916750''6320/7400PyS=Tutelyan(1998)/A=Tutefyany

col.(1990)

ionesdeRusia.
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Pais!ReglónProductoAño/nLOGn<LOQMlnlMax90pn>n>ReferenclasProcedimientode

Temporadanúmero1001000muestra

delis/¡(9‘IIS/¡(9

muestras¡ig/kg¡ig/kgLglkgPISIA

RusiaTrigo199219050'118330/56301060PyS=Tuielyan(1996)/A=TutelyanyMuestras(2kg)

col.(1990)lrepresentativasdetrigoy

cebadarecien cosechadasyde alimentosabasede granosobtenidasde diferentesplantasde almacenamientoen10

RusiaTn'go199316950'139200/3950630PyS=Tutelyan(1998)/A=Tutelyany

col.(1990)

IRusiaTrigo199425750-24930/1130oPys=Tulelyan(1998)IA=Tutelyany

col.(1990)

AlemaniaPany1998/Jan-96231676.4/788PyS=Schollenbergerycol.(1999)/A=

productosJunSchollenbergerycol.(1998) relacionados

AlemaniaFideos1996/Jan-29232146.9/1670PyS=Schollenbergerycol.(1999)/A=

JunSchollenbergerycol.(1998)

AlemaniaCereales1998/Jan-32231442/238PyS=Schollenbergerycol.(1999)IA=

paraelJunSchollenbergeryco|.(1998) desayuno

AlemaniaAlimentopara1998/Jan-|25231036.6/314PyS=Schollenbergerycol.(1999)IA=

bebesyniñosJunSchollenbergeryco|.(1998)

AlemaniaArroz1998/Jan-262312106.5/305PyS=Schollenbergerycol.(1999)/A=

JunSchollenbergerycol.(1998)

MuestrasrnolidasenLin molinocasero(1.5mm). Muestraanalítica25 .

AlemaniaAlimentosa1998/Jan-29231471.81505PyS:Schollenbergerycol.(1999)/A=

basedeJunSchollenbergeryool.(1998)¡cereal

Muestraanalltica25 .
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Pals/Región

Producto

Año!

Temporada

Alemania

Tngo

1998

Alemania

Harinade trigoblanca (contenidode cenizas405y 550"19/1009)

n

número

de

muestras 56

LOQn<LOQ

‘1uglkg

Mln/Max90pn>

uglkglle/kg

[IQ/k9

n>
uglkg

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

234

647/7730805

PyS=Schollenbergerycol.No publicado(2000a)/A=Schollenbergery col.(1998)

Muestrastomadasal

230

239/965

PyS=Schollenbergerycol.No publicado(2000b)/A=Schollenbergery col.(1998)

submuestraanallticade
10g.

Alemania

Harinade trigoblanca (contenidode cenizas1050 "19/1009)

1999

231

216/756

PyS=Schollenbergerycol.No publicado(2000b)/A=Schollenbergery co|.(1998)

Muestra=5kgtomadaalazardenegocios.mezcladaspreviamente paraobteneruna submuestraanallticade
10g.

Alemania Alemania

Harinade trigoblanca
l(contenidode

cenizas1600­ 1700

____L"EM91_

Pan(Harina blanca)

1999

Alemania

Pan(harinadegranoentero)

1999

Alemania

Fideos (Harina blanca)

1999

27

404/1379

PyS=Schollenbergerycol.No publicado(2000b)/A=Schollenbergery col.(1998)

Muestras=5kgtomadasalazardenegocios.mezcladaspreviamente paraobteneruna submuestraanallticade
10g.

179/534

PyS=Schollenbergerycol.No publicado(2000c)/A=Schollenbergery col.(1998)

Muestrasdemasde100 g.secadasa40“C. molidasenunMolino

237

103/690

PyS=Schollenbergerycol.No publicado(2000c)/A=Schollenbergery col.(1998)

231

220/1000

PyS=Schollenbergerycol.No publicado(2000c)IA=Schollenbergery col.(1998)

Alemania

Fideos (harina integral)

233

791/4840

PyS=Schollenbergerycol.No publicado(2000c)/A=Schollenbergery co|.(1998)

Alemania

Trigo

1987

157412053849

21

PyS=MüllerySchwadorf(1993)/A=SchwadorfyMOIler(1991)

1-4semanasdespuesde lacosechaporelConsejo
AsesorGubernamental engranjas.
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Pais!Región

Producto

Año!

Temporada

n

número

de

muestras

LOG uglkg

n<LOO

MlnlMax

uslkg

90pn>

|19le

¡Ig/k9

n>

‘uslkg

Alemania

Trigo

Alemania

Trigo

78

1-5‘

24

105/1187

24

P yS=Mullerycol.(1997a)/A=SchwadorfyMuller(1991)

1-5'

1573/8969

'59

PyS=Mullerycol.(1997a)/A=SchwadorfyMüller(1991)

Alemania

Trigo

1-5'

346/4627

37

P yS=Müllerycol.(1997a)/A=Schwador1
yMOller(1991)

Alemania

Trigo

318/5412

43

P yS=Müllerycol.(1997a)/A=Schwador1yMüIler(1991)

Referenclas

PISIA

Procedimientode

muestra

Ñuestrade700ga1kg
tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejoAsesorGubema'nental enran'as. Muestrasde700ga1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejoAsesorGubernamental enran’as. Muestrasde700ga1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejo

AsesorGubernamental enran'as. Muestrasde700ga1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuésdela cosechaporelConsejoAsesorGubernamental ¡engranias.

Alemania

Trigo

Alemania

Avena

1987

Alemania

Avena

Alemania

37416165

P yS=Müllerycol.(1997a)/A=SchwadorfyMüller(1991)

91.9/1480

PyS=Mullery yMuller(1991)

3.

199.7/536

PyS=M0llery yMuller(1991) PyS=M0llery yMuller(1991)

col.(1998)/A'45chwador1 col.(1998)/A=Schwadorf col.(1998)/A=Schwadorf

Muestras7009a1kg, tomadasryomly1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejo
AsesorGubemamental enran'as. Muestrasde7009a1kg tomadasalazar1-4 semanadespuesdela cosechaporelConsejoAsesorGubemanental enran'as. Muestrasde700ga1kg tomadasdazar1-4 semanasdespuésdela cosechaporelConsejoAsesorGubernamental enran’as. Muestrade700ga1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejo

AsesorGubernamental engran_ja_s.
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Pais!Región

Producto

Año!

Temporada

n

número

de

muestras

LOG uglkg

Alemania

1991

Alemania

1992

51

3‘'26

n<LOQ

Min/Max

¡Ig/kg

90D
ing/kg

|'I>
uglkgl

n>

luglkg

Referencias

PIS/A

Procedimientode

muestra

107.3/857

P yS=Müllerycol.(1998)/A=Schwad0rfyMuller(1991)

55

256.9/1224

PyS=Müllerycol.(1998)/A=SchwadorfyMüller(1991)

Muestrasde700ga1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejoAsesorGubemanental enran'as. Muestrasde7009a1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejoAsesorGubemanental enran'as.

Alemania

Cebada

1987

391/4764

PyS=Mu|lerycol.(1997b)/A=SchwadorfyMuller(1991)

Muestrasde700ga1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejoAsesorGubernamental enran’as.

Alemania

Cebada

1989

40

75/483

P yS=Mu|lerycol.(1997b)lA=SchwadorfyMuller(1991)

Muestrasde700ga1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejoAsesorGubernamental enran'as.

Alemania

Cebada

1990

47

54/900

PyS=Mul|erycol.(1997b)/A=SchwadorfyMuller(1991)

Muestrasde700ga1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuésdela cosechaporelConsejoAsesorGubernamental enran‘as.

Alemania

Cebada

Alemania

Cebada

1992

Alemania

Productosa basede centeno; producción
¡convencional

51

38/530

P yS=Mullerycol.(1997b)lA=SchwadorfyMuller(1991)

Muestrasde700ga1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejo
AsesorGubemamental enran'as.

PyS=Mullerycol.(1997b)lA=SchwadorfyMüller(1991)

Muestrasde7009a1kg tomadasalazar1-4 semanasdespuesdela cosechaporelConsejoAsesorGubernamental emma}

64/1250

P.SyA=Marxycol.(1995)
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Pais!RegiónProductoAño!nLOGn<L00Min/Max90pn>n>ReferenciasProcedimientode

Temporadanúmero1001000muestra

de1uglkgiuslkg

muestras¡ig/kgpglkguglkgPIS/A

AlemaniaProductosa19915050'22239/500P.SyA=Marxycol.(1995)

basede centeno: producción orgánica

Alemania19915150'6370/1200P.SyA=Marxycol.(1995) Alemania19915050'12369/1000P.SyA=Marxycol.(1995) AlemaniaCm19936750-,"17183/569"P.syA=Niessenycol.(1993) AiemaniaCerveza199312350-,"aaE78"P.syA=Niessenycol.(1993) AlemaniaCerveza1993650',"6P,syA=Niessenycol.(1993)

so

Italia/NorteTrigodurum1994-199564500'204/30858003PyS=Lopsycol.(1998)/A=Romer

Labs.Inc.(1995)yVicam(1996)

Muestrarepresentativa

Italia/NorteTrigoblando1994-199577500'71¡59/92000PyS=Lopsycol.(1998)!A=Romer

Muestrarepresentativa

Labs.|nc.(1995)yVicarn(1996)'

delotesparaestudiosde

ltalialNorteTrigoblando199842¡50'3717/33072.520PyS=Pascaleycol.(2000)/A=VicamMuestrarepresentativa

(1996)delotesparaestudiosde

rendimientodehlbridosy variedades.Muestra=1 kg.Muestracompuesta=3kgMuestraanalltica=25.

Italia/NoneTrigodurum19982650'2186/1000463191PyS=Pascaleycol.(2000)/A=VicamMuestrarepresentativa

(1996)delotesparaestudiosde

rendimientodehlbridosy variedades.Muestra=1 kg.Muestracompuesta=3kgMuestraanalitica=25.

Italia/NorteCebada19982050'18I80/154011PyS=Pascaleycol.(2000)/A=Vica'nMuestrarepresentativa

(1996)delotesparaestudiosde

rendimientodehlbridosy variedades.Muestra=1 kg.Muestracompuesta=3kgMuestraanalitica=25g.
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Pals/RegiónProductoAño/nLOQn<LOQMin/Max90pn>n>ReferenciasProcedimientode

Temporadanúmero1001000muestra

deuglkg¡Ig/ke

muestraspg/kg¡ig/kg¡ig/kgPIS/A

lidia/NorteTriticale199810¡50' 292/20019750PyS=Pascaleycol.(2000)/A=VicamMuestrarepresentativa

(1996)delotesparaestudiosde

rendimientodehlbridosy variedades.Muestra=1 kg.Muestracompuesta=3kgMuestraanditica=25.

italia/NorteTrigoblando35W'1736/105892OPyS=Pascaieycol.(2000)/A=VicamMuestrarepresentativa

(orgánico)(1996)delotesparaestudiasde

rendimientodehíbridosy variedades.Muestra=1 kg.Muestracompuesta=3kgMuestraanelitica=25.

ltaiia/NorteTrigoblando19982050'2172/350317140PyS=Pascaieycol.(2000)IA=VicarnMuestrerepresentativa

(orgánico)(1996)delotesparaestudiosde

rendimientodehlbridoey variedades.Muestre=1 kg.Muestracompuesta=3kgMuestraanalltica=25. Muestrarepresentativa

É

Italia/NorteTrigoblando19994850'1173/529í?360PyS=Pascaleycol.(2000)nopublicado

(orgánico)'/A=Vicarn(1996)

Italia/NorteTrigo199930¡50’0148/452230|250PyS=Pacaieycol.(2000)nopublicado

(orgánico)lA=Vicam(1996)

iItalia/NorteTrigoblando199911250'44133/956390370PyS=Paecaieycol.(2000)nopublicado

IA=Vican(1996)

Iaboratorio=200. Muestrarepresentativa

Italia/NorteTrigodurumE911150-22202/12064467a1Pys=Pascaleycol.(2000)nopublicado

lA=Vica'n(1996)

ReinoUnidoTrigo19985320'2175/1202432271P.SyA=HomeGrawnCerealsAuthority

(1999COST835Noublicado

ReinoUnidoTrigo199920120'366/600T530P.SyA=HomeGrawnCereal:Authority

2000COST335Noublicado
P,SyA=HomeGrawnCerealsAuthority

2000COST835Noublicedo
P,SyA=HomeGrawnCereaisAuthority

2000COST835Noubiicado

ReinoUnidoCebada199910620'3138/37030 ReinoUnidoAvena19991320'339/10810
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PalslReglón

Producto

Año!

Temporada

n

número

de

lmuestras

LOGn<LOQ uglkg

Min/Max

lis/k9

90pn>Referencias

100

‘IJng

n>
1000 ug/kg

pglkgPISIA

Procedimientode

muestra

Trigo

1993

10'39

10.5/102

P.SyA:Golinskiycol.(1996)

Cebadacon cáscara

1990/Julio

Cebada pelada

1990/Julio

2'1

237/677

2'3

189/645

Cebada

1990/Juli0

5'4

Nov.1990­
1991

153/1051 202/2752

66750P,SyA=Parkycol.(1992) 501P.SyA=Parkycol.(1992) 152.56'P.SyA=Kimycol.(1993)

Muestrastomadasde diferentesgranjasen4

.33
U
.C

É
Muestrastomadasde diferentesgranjasen4

202.17P,SyA=Kimycol.(1993)

1992/Julio

70.6!361

P.SyA=Ryuycol.(1996)

ICebadaMaiz

1992/Marzo

Cebada

1993

135/442

P,SyA=Ryuycol.(1996)

120/1522

Pys=Leeycol.(1995)/A=Kimycol. (1993)

Cebada

1993

190/955

PyS=Leeycol.(1995)/A=Kimycol. (1993)

Muestras(100gcada una)tomadasde5

Corea

Cerveza

1995

0.59/5.3"

2.7PyS=Shimycol.(1997)/A=Scottycol.

(129.31

Indonesia

Malz

1995

India

IMalz

1994-1997

Filipinas

W

1992-1994

Tailandia

IMaiz

1992-1994

197

195

3.3/32

P.SansA=Aliycol.(1998) PyS=Janardhanaycol.(1999)IA=Trucksessycol.(1984) P.S=Yamashitaycol.(1995)!A=Luoy col.(1990)

Tomadasalazarde

27

P.S=Yamashitaycol.(1995)/A=Luoy col.(1990)

Muestratomadade3 lugares(distancia60km). Muestrasmolidas=2009. almacenesmayoristasy minoristas.granjas universitariasygrzmjeros locales(paraconsumoanimalhumano



Pale/Región

Producto
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«LOG,Min/Max

llng

Referenclas

PIS/A

Procedimientode

muestra

Indonesia

Malz

P.S=Yamashitaycol.(1995)!A=Luoy col.(1990)

Tomadasalazarde almacenesmayoristasy minoristas.granjas universitariasygranjeros locales(paraconsumoanimalyhumano).

China/Unxian

70/193

PyS=GaoyYoshizawa(1997)/A=Luo yoo/(1990)

China/Shangqiu

21/125

PyS=GaoyYoshizawa(1997)/A=Luo ycol.{1990)

China/Linxian China/Shangqu

294/1160

PyS=YoshizawayGao(1999)IA=Luo

col.1990)

10/87

PyS=YoshizawayGao(1999)/A=Luo ycol.9990)

China/Linxian China/Shangqiu

120/393

PyS=YoshizawayGao(1999)/A=Luo

col.“990?

40/171

PyS=YoshizawayGao(1999)/A=Luo ycol.{1990)

China/Limdan

19/138

ymPyS=YoshizawayGao(1999)IA=Luo

China/Shangqiu China/LÍan

Maizen granos

China/Uan

Harinade malz

817/2700

'I615/1600

China/Lian

Panqueques cocidos

314/1500

PyS=YoshizawayGao(1999)IA=Luo ycol.(1990)P.SyA=Grovesycol.(1999)

7villasseseleccionaronalazar.encadaunade ellasseeligieron3casas tambiénalazar.entrelas queprepardaan panqueques.se muestrearon5veceslas e!asdeelaboración

P.SyA=Grovesycol.(1999)

7villesseseleccionaronalazar,encadaunade ellasseeligiemn3casas tambiénalazar.entrelas queprepardaan panqueques.se muestrearon5veceslas mmm

P.SyA=Grovesycol.(1999)

7villasseseleccionaronalazar,encadaunade ellasseeligieron3casas tambiénalazar.entrelas quepreparman Panql-IOQUGS-89 muestrearon5vecesla elasdeelaboración
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Pais!Región

Producto

Año!

Temporada

n<LOQMlnIMax

¡IQ/¡(9

909
¡IQ/k9

n>
ing/k9

n>
1000

luglkg‘

Referencias

PIS/A

China/Anhui

Trigo

1983

China/Anhui

Trigo

1986

01161/

9

(2000)submitted (2000)submitted

China/Anhui

Trigo

China/Anhui

Trigo

(2000)subm'rtted

China

Trigo

was/verano214

China

Trigo

n/a¡99

10048

211.3/1200

China

Han'nade trigo

1988/verano30

China

Harinade tn'go

1989/autumn50

(2000)submitted

Procedimientode

muestra

p yS==Luycol.(1994)/A=FAO/WHO Py==Luycol.(1994)/A=FAONVHO PyS==Luycol.(1994)/A=FAONVHO PyS==Luycol.(1994)/A=FAO/WHO

EstándaresNacionales demétodosquimicosparaalimentosenChina. demetodosquimicosparaalimentosenChina. Submuestras100 .

me

P=Caoy
(2000)submitted (2000)submitted

EstándaresNacionales

col.(1994)/S=GBSOOQ/A=FAONVHO
PyS=Guoycol.(1995)/A=FAONVHO

demétodosquimicosparaalimentosenChina. demetodosquimicosparaalimentosenChina. Submuestras100 .

Luycol (2000)submitted(1992)!É=GBSOOQIA=FAO/WHO

EstándaresNacionales demetodosquimicos paraalimentosenChina. Submuestras100g.

P=Caoy
(2000)submittedcol.(1994)/S=685009/A=FAO/WHO

EstándaresNacionales demétodosquimicosparaalimentosenChina. Submuestras100

1403/3130P=Luycol.

(1992)IS=685009/A=FAO/WHO (2000)submitted

Harinade1989/verano701000 trigo

China

1990/verano5010032|56.2/173173P=LuoyLi(1991)no

publicaddS=GBsm9lA=FAOIWHO (2000)sz¡1'ted

Han‘nade trigo

China

302.411000800P=LuoyLi(1991)no

‘publicado/S=GBSOOQIA=FAONVHO l(2000)submittd

Harinade1991lverano5010031 trigo

China

272.7!2322.1917.9P=Li(1997)no

lpublicado/S=GBSOOQA=FAONVHOl(2000)submitted

ChinaTrigo1996Iverano10010060

Submuestras100 .
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Pais!RegiónProductoAño!nLoan<LOQMin/Max90pn>n>ReferenciasProcedimientode

Temporadanúmero1001000muestra

dello/kgPglkg

muestras¡ig/kgpglkguglkgPIS/A

ChinaMalz1988/unk101100212873/2500625P=Caoycol.(1994)yGuoycol.EstándaresNacionales

(1995)/S=GBSOOQIA=FAONVHOdemetodosquimicos (2000)submittedparaalimentosenChina.

ChinaMalz1988/autumn5510023177.5!1100432P=Liuycol.

(1992)/S=G85009/A=FAONVHO (2000)submitted

ChinaMalz19891verano100100682413/4000800P=Guoy

col.(1995)/S=G85009/A=FAOANHO
(2000)submit'ted

ChinaMalz1989lautumn140100111352/800130P=Caoycol.(1994).Liuycol.(1992)y

Luy
col.(1992)(/S=G85009/A=FAO/WHO

Ig2000)submilted

ChinaMalz1989lunk50100121364/1000200P=Guoy

col.(1995)/S=G85009lA=FAONVHO
(2000)submitted

demétodosquimicosparaalimentosenChina. Submuestras100 . EstándaresNacionales demétodosquimicosparaalimentosenChina. Submuestras100 .

ChinaMalz1990/verano8510092692/48240P=LuyEstándaresNacionales

col.(1992)/S=685009/A=FAONVHOdemetodosqulmicos (2000)submittedparaalimentosenChina.

Submuestras100 .

ChinaMalz1990finviemo20 ,10015163/1500765P=LuoyEstándaresNacionales

'col.(1991)/5=GBSOOQIA=FAONVHOdemétodosquímicos

(2000)submittedparaalimentosenChina.

Subrnuestras100 .

ChinaMalz1991/verano50100335045/32001600P=LuoyEstándaresNacionales

cd(1991)5=GBSOOQ/A=FAOMHOdemétodosqulmicos (2000)submittedparaalimentosenChina.

Submuestras100 .

JalónTrigo1989-19941515'6987/1620PyS=Yoshizawa,T.(1997)yYoshizawa

Jin(1995)/A=Luocol.(1990)

¡ñ
33-MPyS=Yoshizawa,T.(1997)yYoshizawa

553e 6387

JapónCebada1989-1994945'23

yJin1995A=Luocol.1990

315‘=YoshizawaT.(2000)nopublicadoIS

yA=Luoycol.(1990)

152P=YoshizawaT(2000)nopublicadoISy

A:Luoycol.(1990)

1996-19992051237251223159.230P=YoshizawaT,(2000)nopublicadoIS

_A=Luocol.1990

1996-1999305286.77/190010=YoshizawaT.(2000)nopublicadoISy _A=Luoycol.(1990) 199315100'15PyS=Wangycol.(1995)/A=Tanakay

col.1965

Vietna'ndelNone199317100'13746/651044IP yS=Wangycol.(1995)/A=Tanakay

col(1985)

Jaén/HokkaidoTrigo1991-199279528

1996-199952525
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PalslRegión

Año!

Temporadanúmero

Producto

n<LOQ

MlnIMax

¡IQ/k9IIS/k9

90pn>

uglkg

n>

‘uglkgr

Referencias

PIS/A

Procedlmlentode

muestra

cerealesAlimentosa basede

329/227017207

P.S=Yuwaiycol.(1994)/A=Tanakaycol. (1985)

760/350013

PyS=Laurenycol.(1991)/A=Laureny Agnew(1991)

446/112016

PyS=Laurenycol.(1991)IA=Laureny Agnew(1991)

198928 1992178

5‘286/71016 0920/85002265145

PyS=Laurenycol.(1991)/A=Laureny
Agnewg1991) PyS=Laurenycol.(1996)IA=Laureny Anew1991

1993162

12

310I337080090

PyS=Laurenycol.(1996)IA=Laureny Agnew(1991)

276

31

350/4790I730l162

PyS=Laurenycol.(1996)IA=Laureny Agnew(¿91)
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Tablal.2MetodologíademuestreoaplicadaaestudiosdeocurrenciadescriptosenTablas1,4y5paratricotecenos:DON,T-2y

HT-2.

TamañoprimeraSegundamafiadeMuestra

ReferenciaGranoNúmerodemuestrasLugardeLotesMétododerecolecciónTamañodelamuestrasubrnuestra(kg)aubmuestraLaboratorioanalizada

recoleccióncompuesta(kg)(kg)

(k9)

Aproycol.TodosProporcionalala‘Porcionesnomayoresa50g¡Granospequeños(trigo.3(trigo)1(trigo)0.20.025 (1987)produccióndecadasorgo.avena,maiz)=10

áreaKg

Equipodemuestreoautomatico

Manl.porotosdesoja.5(malz)2(malz)

EskolaCerealesMolinoso+1000Industria:Equipodemuestreo0.5.1 (2000a.b)malterlastoneladasautomático

100-2009cada50a1000kg3a100Kg
PmducioreszMuestreadormanual. Variassubmuestras0.5a1Kg

FonsecaManlProporcionalallamal'loPaquetesoa¡20¡El menOrnúmerodepaquetesoHomogeneizadoymolido (1991)dellotegraneltoneladaspuntosagranelaanalizar

MaizCadamuestra=4Kg Arrozesunafunción(J)deltamañodel

lote.porcionesde200g

Porotoe

LangseihyCebadaProporcionalaIaCamiones.Camionesysios:Equipode0.3.03o_025 Elen(1997)producciónyalniveldesilosmuestreoautomatico

infecciónpor

AvenaFusan'um
TrigoProductores:Muestreadormanual

OlavarriaMaizProporcionalaIaCosechaCamionesIMueslreadormanual (1992)producciondecada8-12ton

area

Trigo(probetametalicade130cm)5a6Kg0.025 Arroz12-15porcionesnomayoresa

3009

Quirogaycol.TrigoProporciona!alaCosechaPorcionesnomayoresa50g10Kg310.20.025 (1995)produccióndecada

area

max2000EquipodemuestreoautomáticooHomogeneizadoymolidoTamizdemalla14Tamizdemalla20
¡ha¡muestreadormanual
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Tamañodelamuestra

Tamañoprimera submuestra(kg)

submuestra compuesta

159)

SegundaIMuestrade

Muestra
analizada

nm

Referencia

Grano

Númerodemuestras

Lugarde
recolección

Cosecha

Lotes

max2000

Métododerecolección

PorcionesnomayOresa50g

10Kg

3(trigo)5(maiz)

Tamizdemalla

rRísniky Pacin(2900) Nopublicado

Trigo Maiz

Proporcionalala areaproduccióndecada

ha

Equipodemuestreoautomaiicoo Muestreadormanual

Homogeneizadoymolido

14

MolinoRomer
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También se detectó DON, en granos decolorados y dañados 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 ug/kg en granos enteros, de menos de

pg/kg a 420 pg/kg en cutícula o cáscara. de menos de 5 ug/kg a 600 ug/kg en harinas y

desde no detectable a 30 ug/kg en aceite no refinado (Jacobsen y col., 1995). En la Tabla

|.1 se incluyen solamente cinco muestras con contaminación de DONno detectable.

Un estudio llevado a cabo en Inglaterra, en muestras de comidas étnicas demostró la

contaminación por DON en niveles similares a los hallados en el trigo de ese mismo país

(Patel y col._ 1996).

Como se indica en Tabla I.1, DONfue 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 niños 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

(Moltó y col., 2000, Niessen y co|.. 1993; Scott y col., 1993).

Estudios llevados a cabo en Alemania e Italia, detectaron que la contaminación por DON

fue hallada no sólo en la producción convencional sino también en la producción orgánica

de cereales. (Tabla I.1)

A pesar que la Tabla I.1 incluye 23.380 muestras en donde se estudió la contaminación

por DON, continúan faltando algunos productos y varias regiones o paises del mundo.

(JECFA, 2001). ‘

El tricoteceno más 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, así como en algunos productos

preparados con estos cereales.

Existen reportes ocasionales sobre la contaminación 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 bebés y niños, 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 I.3 y Tabla l.4

respectivamente. Tal como fuera descripto para DON, en este caso tampoco fueron

incluidos estudios donde no había información acerca del muestreo o de la metodología

anaHüca.

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 límite de detección.

Por Io tanto, los valores medios en las Tablas I.3 y l.4 indican Ia media de todas las

muestras, considerando los que estaban debajo del límite de detección igual a cero.
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TablaL3.OcurrenciaNaturaldetoxinaT-2

LOQ=LimitedecuantificaciónMedia:(paranvaloresanallticos.lamediaeslaXX./n.)dondeXeselvalordecadaresultadoanalítico90p=90thpercentiln=numeroMax:máximonivel ref=referenciasReferencias:P=referenciaoriginal.S=mélododemuestreo.A=merodoanal/rico ' =Limitededetección "‘=mediademuestraspositivas

Pais/Región

AñólnMln/Max

Temporadanúmero

LOG

n<
Loa

Producto

¡launch-a.

ing/kg
90th

n>100 ¡IQ/k9

ReferenciasProcedlmlentodeMuestreo

PIS/A

Africa Sudafrica

MalzAmarillo1993236250'236

Muestrastomadasdurantelacosechaala entradadeSIIOSdelasprincipaleszonas deroduccrón

PyS=Ravaycol.(1996)/A=SydenhamyThiel(1987)

Sudafrica

IMalzblanco

1994/1995143250’143

Muestrastomadasdemolinoscubriendo todoelpais

PyS=Rava(1996)/A=SydenhamyThiel(1987)

Sudáfrica

MaÍzAmarillo1994/1995148250"148

PyS=Rava(1996)/A:SydenhamyThiel(19872

Muestrastomadasdemolinoscubriendo todoelpaís

l..__

Sudáfrica

Productosde158250’156 Maiz

1994/1995

PyS=Rava(1996)!A=Sydenham

Muestrastomadasdemolinoscubriendo

Thielg19871'

todoelpais

America

v

Argentina

__
1987-1989

Maíz100''85163/2400

P=Sauboisycol(1992)!S=JuntaMuestras=10kg.Muestraanalítica=509 NacionaldeGranos(1984).COPANT(1998).Jewers(1987)

ycoi.(1981)

Argentina

Trigo500'24112.7/NA

Brasil

Trigo1990100'18160/800

P=Quirogaycol.(1995)/S=AproyVerTabla¡.2 col.(1987)/A=Trucksessycol. (1984) PyS=Furtongycol.(1995)/A=FurlongyValenteSoares(1995)

Muestrasdecamposexperimentalesubicadosenlaszonasdeproducciónde SanPablo=3-10kg.Muestrapara '‘'ikg.

Brasil

Trigoy1991aaaa productosde trio

PyS=SoaresyFurlani1996/A

Muestras(1kg)compradasennegocios

FurtongyValenteSoares(1995)‘

decomida'saludable.

Brasil/Parana Brasil/Goiás

Maíz1994-199580791.31104

P=Pradoycol.VerTablaI.2
1997!/S=Fonseca(1991l/A=ELISA

Maíz1994-19958

P=Pradoycol.VerTablaI.2
1997IS=Fonseca1991lA=ELISA

Canada

Trigodurum196729

Tomadasinmediatamentedespuésde cosechadasoenlosmolinos.Tamañode |Muestra=2a5kg.

PyS=Scott(1997)IA=Scotty (zo/(1989)



Pais/Reglón

Producto

Añól

Temporada

número

muestras

LOG M9

n<
LOQ

¡Je/kg

Miniriíx'

-47­ 90th
tag/kg

n>100 vglkg

Referencias

PIS/A

ProcedimientodeMuestreo

Canada

Tngoblando deinvierno

1988

17

400

PyS=Scott(1997)¡A=Scotty col(1989)

icosechadasoenlosmolinos.TamañodeTomadasinmediatamentedespuesde

Canada

Maiz

1989

Canada

Trigodurodel oeste

1991

Canada

Trigo

1990

Canadá

Cebada

1990

Chile

IMaIz

1995-1996

Ecuador

Arroz

1992-1994

108 29 23

400 400 150’ 150'

PyS=Scott(1997)/A=Scotty coK1989)

Tomadasinmediatamentedespuesde oosechadasoenlosmolinos.Tamañode

Pys=Scott“Fin/A:Scotty coK1989) P.SyA=Strattonycol.1993 P,SyA=Strattonycol.1993

68 99

50

Ecuador

Porotos

1992-1994

Ecuador

Maiz

1992-1994

76 90

50

PyA=Vegaycol.(1998)
IS=0Iavarria(1992)

Tomadasinmediatamentedespuésde cosechadasoenlosmolinos.Tamañode Tomadaenlacosecha.3Kg.demuestramolidaenunmolinoRomer. Submuestras=250. Tomadaenlacosecha.3Kg.demuestramolidaenunmolinoRomer. Submuestras=2509.
VerTabla1.2

27/NA

P=Mühlemannycol. (1997a.b)/S=Mühlemannycol (1997a)lA=Veratox”

Muestrasmezcladas(1.2-3kg)tomadasal azardediferentesregionesclimáticasde Ecuadortomandoenconsideraciónvariedadytipodealmacenamiento.

30/NA

P=Mühlemannycal.(1997 a.b)lS=Mühlemannycol(1997a)/ A=Veratox

Muestrasmezcladas(1.2-3kg)tomadasal azardediferentesregionesclimáticasde Ecuadortomandoenconsideraciónvariedadytipode''

50

30.7INA

P=MühlemannycoI.(1997 a.b)lS=Mühlemannycoli(1997a)! A=Veratox

Muestrasmezcladas(1.2-3kg)tomadasal azardediferentesregionesclimáticasde Ecuadortomandoenconsideraciónvariedadytipode''‘

Europa Austria

IMaiz

1996

Austria

Maiz

46

1997'58

100

Austria

¡Maiz

1998

5.6/260

Lewycol.(2000a)nopublicado(COST835)IA=Lewycol.(2000b)nopublicado

Muestrascompuestas(-60kg). Homogeneizadasycuarteadasa6kgde muestra.Molidasenunmolinocasero ("(9)

Lewycol.(2000a)nopublicadoCOST835IA=Lewycol.(2000b)nopublicado

Muestrascompuestas(—60kg). Homogeneizadasycuarteadasa6kgde muestra.Molidasenunmolinocasero (ïkg)

46|6/150

Lewycol.(2000a)nopublicadoCOST835IA=Lewycol.(2000b)nopublicado

Muestrascompuestas(-60kg). Homogeneizadasycuarteadasa6kgde muestra.Molidasenunmolinocasero

1kg)

Finlandia

Avena

1937-1988

21

15'

P,SansA=Hietaniemiy Kumpulalnen(1991)

Muestras(2-3kg)tomadosdesilosdel EstadoFinlandésydeproductoresprivados.



Pais/Región

Producto

AñóI

Temporada

n

número

"10631115t

LOQ

[19"(9

p

n<MlnlMax

n>100 ¡IQ/k9

Referencias

PIS/A

ProcedimientodeMuestreo

Finlandia

Cebada

1987-1988

30

30

P.SansA=Hletaniemiy
‘Kumpulainen(1991)

Muestras(2-3k9)tomadosdesilosdel EstadoFinlandésydeproductoresprivados.

Finlandia

Tngo

1987-1988

40

40

P.SansA=Hietaniemiy
lKumpuIainen(1991)

Muestras(2-3kg)tomadosdesilosdel EstadoFinlandésydeproductoresprivados.

Finlandia

Centeno

1987-1988

31

300.55/17

Finlandia

Avena

1998

92.3/23F23

P.SansA=Hietaniemiy Kumpulainen(1991)

Muestras(2-3kg)tornadosdesilosdel EstadoFinlandésydeproductoresprivados.

0P.SyA=Eskolaycol.(2000a,b)no

VerTablaI.2

Bulgaria

Trigo

1995

140

40'

1390.39/55

ublicado

IES yA=Vrabchedaycol.(1996)

Alemania

Trigo

1987

84

1-3'

6221/249

PyS=MullerySchwadorf(1993)/A=Schwador1y Müller1991)

Alemania

Tngo

1989

Alemania

Tn'go

1990

Alemania

Trigo

1991

78

1-5'

73066/12

PyS=Mulleryool. (1997a)IA=SchwadorfyMüller (1991)

Wuestastomadasalazarde1-4semanas

decosechadasdeproductoresprivados porelConsejoasesorubemamentalMuestrasde7009a1k9.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde
lproductoresprivadosporelConsejo

asesorgubernamental

80

715.7/136

PyS=Mullerycol. (1997a)IA=SchwadorfyMüller (1991)

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejo asesorgubernamental

80

770.4/16

PyS=Mullerycol. (1997a)/A=SchwadorfyMüller (1991)

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde lproductoresprivadosporelConsejo asesorgubernamental

Alemania

Tn'go

1992

78

78

PyS=Mullerycol. (1997a)/A=SchwadorfyMüller (1991)

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde

Alemania

Tn'go

1993

45

'27|8/94

PyS=Mullerycol. (1997a)lA=SchwadorfyMüller (1991)

Alemania

Cebada

1989

40

390.4/16

PyS=Mullerycol.(1997b)lA=SchwadorfyMüller(1991)

asesorguberggnental

Alemania

Cebada

1990

Alemania

Cebada

1991

47

4G0.1/6

PyS=Mullerycol.(1997b)/A=SchwadorfyMüller(1991)

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejo asesorgubernamental

51

406.31106

PyS=Mulleryool.(1997b)lA=SchwadorfyMüller(1991)

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejo asesorL‘'



Pais/Región

Producto

Añól

Temporada

Alemania

Cebada

1992

Alemania

Avena

1987

Alemania

Avena

1989

n

número

de

muestras 58

-49_

_‘

pglkg

n>100 lag/k9

Referencias

PIS/A

ProcedlmientodeMuestreo

PyS=Mul|erycol.(1997b)lA=SchwadorfyMüller(1991)

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejo asesorgubernamental

10/57

PyS=Mül|erycol. (1998)/A=SchwadorfyMüller (1991)

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejo asesorgubernamental

8.2186

PyS=Mül|erycol. (1998)!A=SchwadorfyMüller (1991)

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejo asesorgubernamental

Alemania

Avena

1990

21

12.2/26

PyS=Mül|erycol.
‘(1998)/A=SchwadorfyMüller

(1991)

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejo asesorgubernamental

Alemania

Avena

1991

Alemania

Avena

1992

Alemania

Trigo

1998

Alemania Alemania

Harinade trigoblanca (contenidode ceniza405y
|550mgflogg!

Harinade trigoblanca (contenidode cenizas1050 rn10

Alemania

Harinade trigoblanca (contenidode cenizas1600­ 1700 m10

Alemania

Pan

1999

15.3/224

PyS=Mülierycol. (1996)/A=SchwadortyMüller (1991)

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejo asesorgubernamental

75.8]1686

PyS=Mül|eryool. (1998)!A=SchwadorfyMüller (1991)

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejo asesorL‘'

PyS=Schollenbergerycol. (2000a)nopublicado/A:""' ycol.(1998)

Tomadasalazardealmacenamientos.
‘Submuestra=1009r.molidas(1mm)y109r

demuestraanalítica

28

PyS=Schollenbergerycol. (2000b)nopublicado/A:Schollenbergerycol.(1998)

Muestras=5k9.tomadasalazarde negocios.mezcaladasprevioalatomade 109ranalítica.

1999

PyS=Schollenbergerycol. (2000b)nopublicado/A:­Schollenbergeryco|.(1998)

Muestras=5k9.tomadasalazarde negocios,mezcaladasprevioalatomade 109ranalltica.

1999 1999

0.21/4

PyS=Schollenbergerycol. (2000b)nopublicadolA=Schollenbergerycol.(1998)

Muestras=5k9.tomadasalazarde negocios.macaladasprevioalatomade 109ranalltica.

107

105

0.07/4

PyS=Schollenbergerycol. (2000c)nopublicado/A=Schollenberercol1998

Muestrasmayoresde100grsecadasa 40°molidasenunmolinocasero(1.Smm) y10gr.muestraanalltica

Alemania

Fideos

1999

0,8/12

PyS=Schollenbergeryool. 2000c)nopublicado/A:
Au

V

Muestrasmayoresde1009r ,molidasen unmolinocasero(1.5mm)y109r.

yool.(1998)

muestraanalltica



Pais/Región

Producto

Añól

n

Temporadanúmero

Alemania Alemania

Pany productos relacionados

1998/Ene­ Julio 1998/Ene­ Julio

n<
LOQ 95

Min!Max

Efikg

-50­ 90th
[lg/k9

n>100 uglkg

Referencias

PIS/A

ProcedimientodeMuestreo

0.04/4

PyS=Schollenbergerycol. (1999)IA=Schollenbergerycol. (1998)

Muestrassecadas40°C.molidasenun molinocasero(1,5mm)ymuestraanalíticade259r

29

PyS=Schollenbergerycol. (1999)IA=Schollenbergerycol.
1998

Muestrasmolidasenunmolinocasero (1.5mm)ymuestraanalllicade259r.

Alemania

1998/Ene­ Julio

Alemania

Alimentopara bebesyniños

1998/Ene­ Julio

Alemania

Arroz

1998/Ene­ Julio

Alemania

Alimentosen

1998/Ene­ Julio

30

0.19/7

PyS=Schollenbergerycol. (1999)IA=Schollenbergerycol. (1998)

Muestrasmolidasenunmolinocasero (1.5mm)ymuestraanalllicade25gr.

25

PyS=Schollenbergerycol. (1999)IA=Schollenbergerycol.

Muestrasmolidasenunmolinocasero (1.5mm)ymuestraanallticade259r.

26

0.73/19

(1998) PyS=Schollenbergerycol. (1999)IA=Schollenbergerycol. 0.92€)

Muestrasmolidasenunmolinocasero (1.5mm)ymuestraanallticade259r.

29

23

3.8/39

Noruega

1996

41/320

PyS=Schollenbergerycol. (1999)IA=Schollenbergerycol. (1998)

95

Muestrasmolidasenunmolinocasero (1.5mm)ymuestraanallticade259r.

S=Langseth(2000)/Py A=Langseth(2000)yLangselhy Rundberet2000

VerTableI.2

Noruega

1997

Noruega

Avena

1998

Noruega

Avena

1999

47/195

113

S=Langseth(2000)/Py A=Langseth(2000)yLangselhy Rundberet2000

22

7/42

38

VerTabla{.2

S=Langseth(2000)]Py A=Langseth(2000)yLangselhy Rundberet2000

20

26/91

79

VerTablaI.2

col.(2000)no publicado/A=Langseth(2000)y LangselhRundberel2000S=Langseth(2000)/P=Langsethy

VerTablaI.2

Noruega

Tngo

1996

S=Langseth(2000)/Py A=Langseth(2000)yLangselhy Rundberet2000

VerTable{.2

Noruega

Tngo

1997

S=Langseth(2000)]Py

=Langseth(2000)yLangsethy

VerTablaI.2

Nomege

Trigo

1998

Noruega

Trigo

Noruega

Trigo

.’L(2000) S=Langseth(2000)IPy A=Langseth(2000)yLangselhy Rundberet2000

VerTableI.2

S=Langseth(2000)]Py A=Langseth(2000)yLangselhy Rundberet2000

VerTable{.2

S=Langseth(2000)/Py A=Langseth(2000)yLangselhy Rundberel2000

VerTable{.2



-51.

Pais/RegiónProductoAñólnLOQn<MiniMaxSWF-53.00ReferenciasProcedimientodeMuestreo

TemporadanúmeroLOQ¡ig/kg

de

muestrasMg¡Ig/kguglkPISIA

NoruegaTrigo19983520'35S=Langseth(2000)IPyVerTablaI.2

A=Langseth(2000)yLangsethy
IRundberget(2000)

SueciaTrigo1990885088PyS=Pettersson(2000)noMuestras(n1kg)tomadasdecampos

publicado/A=Penersson(1993)experimentales.secadasymolidas.

Submuestrasanalíticas209r.

SueciaAvena199071504443/43011817PyS=Pettersson(2000)noMuestras(n1kg)tomadasdecampos

publicadoIA=Pettersson(1993)I‘experimeniales,secadasymolidas.

Submuesirasanalliicas20r. Mueslras(n1kg)tomadasdecampos experimentales.secadasymolidas. Submuestrasanallticas20r. Muestras(n1kg)tomadasdecampos experimentales.secadasymolidas. SubmuestrasanallticasZOgr.

SueciaCebada1990395039PyS=Penersson(2000)no

publicado/A=Pettersson(1993)

SueciaCenteno19905505PyS=Pettersson(2000)no

publicado/A=Pettersson(1993)

SueciaTrigo1991925092PyS=Pettersson(2000)no

publicado/A=Penersson(1993)

Muestras(n1kg)tomadasdecampos experimentales.secadasymolidas. Submueslrasanallticas209r. Muestras(n1kg)tomadasdecampos experimentales.secadasymolidas. Submuesirasanalíticas209r. Muestras(n1kg)tomadasdecampos experimentales,secadasymolidas. Submuestrasanallticas209r. Muestras(n1kg)tomadasdecamposexperimentales.secadasymolidas. Submuestrasanalíticaszagr. Muestras(n1kg)tomadasdecampos experimentales.secadasymolidas. Submuestrasanallticas209r. Muestras(n1kg)tomadasdecampos experimentales.secadasymolidas. Submuestrasanaliticaszagr. Muestras(n1kg)tomadasdecamposexpedmentales.secadasymolidas. Submueslrasanallticas20r. Muestras(n1kg)tomadasdecamposexperimentales.secadasymolidas. Submuestrasanalíticas20r. Mueslras(n1kg)tomadasdecampos experimentales.secadasymolidas. Submuesirasanalllicas20r. Muestras(n1kg)tomadasdecamposexperimentales.secadasymolidas. Submuestrasanalllicas20r. Muestras(n1kg)tomadasdecamposexperimentales,secadasymolidas. "‘L‘analliicasZagr.

SueciaAvena199138503310/900PyS=Pettersson(2000)no

publicado/A=PenersSOn(1993)

SueciaTrigo1992135013PyS=Penersson(2000)no

publicadolA=Penersson(1993)

SueciaAvena19922502-PyS=Pei1ersson(2000)no

1publicadc>IA=Pertersson(1993)

SueciaTrigo19932502PyS=Pettersson(2000)no

publicadoIA=Pertersson(1993)

SueciaAvena1993105010PyS=Pettersson(2000)no

publicadolA=Pettersson(1993)

SueciaAvena19943430'2534/532'823PyS=Pettersson(2000)no

publicadolA=Penersson(1993)

SueciaAvena1996ao307118/271396PyS=Pettersson(2000)no

publicadolA=Penersson(1993)

SueciaAvena1997840PyS=Pettersson(2000)no

publicado/A:Pettersson(1993)

0PyS=Pettersson(2000)no

:publicado/A=Pettersson(1993)

SueciaAvena199833

PyS=Pettersson(2000)nopublicado/A=Petiersson(1993)

SueciaCebada199810



-52­

n

Temporadanúmero

de

ya

yGustavsson(1992)demolinosduranteel

ylaproducción.Muestra

a

demolinosduranteel

yIaproducción.Muestra

a

demolinosduranteel

ylaproducción.Muestra

Ya
Müllerydemolinosduranteel

ylaproducción.Muestra

Ya
Müllerydemolinosduranteel

yIaproducción.Muestra

Ya
MOIlerydemolinosduranteel

ylaproducción.Muestra

nopublicado

ycol.(1985)diferentescultivares

deymercados
differentcultivarsdirectly

productionplotsyregulating

seazar.en

deellasseeligieron3casastambien

azar.entrelasquepreparaban

semuestrearon5veceslas



PaisIRegiónProductoAñólnLOQn<Min!Max'Ïïh_ï>m1—00ReferenciasProcedimientodeMuestreo

TemporadanúmeroLOQ¡ig/kg

de

muestraskg¡lg/kgpglkgPISIA

China/Iinqllf‘‘'iarinade199613500'13P.SyA=Gravesycol(1999)7villasseseleccionaronalazar.encada

maizunadeellasseeligieron3casastambién­

aIazar,entrelasquepreparaban
;panqueques.semuestrearon5 veceslas

etapasde'L"

ChinakinunountyPanqueques99614ISOO’14P.SyA=Grove:ycol.(1999)7villasseseleccionaronalazar.encada

cocidosunadeellasseeligieron3casastambien

alazar.entrelasquepreparabanpanqueques.semuestrearon5veceslas etasdeelaboraciónEstándaresNacionalesdemetodos

F

ChinaTrigo1990Iverano3301|66¡53.3/1221-262PyA=Yangycol.

(1992)IS=G85009

EstándaresNacionalesdemétodos químicosparaalimentosenChina. Submuestras100g. EstándaresNacionalesdemétodos quimicosparaalimentosenChina. "L‘100g.

ChinaTrigo1992/verano147134unk/824.6unkP=Chenycol.(1995)/A=Yangy

col.(1992)¡S=685009

ChinaTrigo1994/verano157162142/100468P=Heycol.(1998)IA=Yangycol

(1992)IS=GBSOOQ



-54­

TablaI.4.OcurrenciaNaturaldetoxinaHT-2

LOQ=leiredecuantificaciónMedia;(paranvaloresanalllicos.lamediaesIa‘_X./n.)dondeXeselvalordecadaresultadoanalltico90p=90thpercentiln=númeroMax:máximonivel ref=referenciasReferencias:P=referenciaoriginal.S=mérododemuestreo,A=melodoanalítico ' =le'rtededetección'“=mediademuestraspositivas "=nglml

n

Temporadanúmero

de

oenlosmolinos.Tamaño oenlosmolinos.Tamaño

enlosmolinos.Tamaño

compuestas

ycuarteadasa

compuestas

ycuarteadasa ycuarteadasa

azar

cosechadasdeproductoresprivados



País!Región

Producto

Año!n

Temporadanúmero

Alemania

Tngo

198978

LOQn<L00lMln/Max 1-5'

-55­

PIS/A

Referencias

Procedimientodemuestreo

1.4/22PyS=Muller

(1991)

Alemania

Tngo

199030

0.2/17S=Muller

(1991)

ycol.

(1997a)IA=SchwadorfyMüllerde

ycol.

Py
(1997a)/A=SchwadorfyMüllerde

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar

1-4semanasdecosechadasde

productoresprivadosporelConsejoasesor

ubemamental

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar

1-4semanasdecosechadasde

productoresprivadosporelConsejoasesor

ubemamental

Alemania

Trigo

199160

1-5'

yS=Muller

(1991)

ycol.

p
(1997a)/A=SchwadorfyMüllerde

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar

1-4semanasdecosechadasde

productoresprivadosporelConsejoasesor

ubemamental

Alemania

Tn'go

199278

1.5­

3/150Pys=Mïler

(1991)

ycol.

(1997a)lA=SchwadorlyMüllerde

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar

1-4semanasdecosechadasde

productoresprivadosporelConsejoasesor

Alemania

Trigo

199345

yS=Muller

(1991)

Alemania

Avena

198756

Alemania

Avena

198956

59.3/2018PyS=Mül|er

(1991)

Y

p
(1997a)/A=SchwadorfyMüllerde

ycol.

(1998)]A=SchwadorfyMüllerde

productorespn'vadosporelConsejoasesor

ubemamental

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar

1-4semanasdecosechadasde

productoresprivadosporelConsejoasesor

ubernamental

20.7/518yS=Muller

(1991)

Alemania

Avena

199054

yS=Muller

(1991)

ycol.

p
(1998)!A=SchwadorfyMüllerde

ycol.

p
(1998)/A=SchwadorfyMüllerde

Muestrasde7009a1k9.tomadasalazar

1-4semanasdecosechadasde

productoresprivadosporelConsejoasesor

ubemamental

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar

1-4semanasdewsechadasde

productoresprivadosporelConsejoasesor

E
S
E
cv
Eo.o:l

Alemania

Avena

199151

Py=Müller (1991)

Alemania

Avena

199255

yS=Muller

(1991)

ycol.

(1998)!A=SchwadortyMüllerde

ycol.

p
(1998)!A=SchwadorfyMüllerde

Alemania

Cebada

198744

1.0/32

Alemania

Cebada

198940

1-5'

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar

1-4semanasdecosechadasde

productoresprivadosporelConsejoasesor

1,1/18PyS=Mullerycol.(1997b)lMuestrasde7009a1k9.tomadasalazar

productoresprivadosporelConsejoasesor



Pais!Región

ProductoAñol

Temporada

número

de

LOQ

n<LOOIMlnIMax

..kg

-55­

P91k9

IJQ/kg
90thn>100|

Referencias

PIS/A

Procedimientodemuestreo

Alemania

Cebada1990

47

0.4/10

PyS=MullerycoI.(1997b)IA=SchwadorfyMüller(1991)

Alemania

Cebada1991

51

Alemania

Cebada1992

Alemania

Trigo1993

Alemania

Harinablancade1999 trigo(contenidode cenizas405y550 mgl1009)

58

PyS=Mulleryool.(1997b)/A=SchwadorfyMüller(1991)

12.81286

PyS=Mulleryool.(1997b)l
‘A=SchwadorfyMüller(1991)

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productorespnvadosporelConsejoasesor

ubemamenlal

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar de1-4semanasdecosechada:de productoresprivadosporelConsejoasesor

ubemamental

Muestrasde7009a1kg.tomadasalazar de1-4semanasdecosechadasde productoresprivadosporelConsejoasesor

3.7/51

PyS=Schollenbergerycol. (2000a)'

28

PyS=Schollenbergerycol. (2000b)nopublicadoIA=
iSchoIlenbergerycol.(1998)

Tomadasalazardealmacenamientos.Submuestra=1009r.molidas(1mm)y109r demuestraanalllica Muestras=tomadasalazardenegocios.mezcaladas.previoalatomade10gr analítica

Alemania

Harinablancade1999 tngo(contenidode cenizas1050 "19/1009)

0.9/12

PyS=Schollenbergerycol. (2000b)nopublicadolA= Sohollenbergerycol.(1998)

Muestras=tomadasalazardenegocios.mezcaladas.previoalatomade10gr analllica.

Alemania

Harinablancade1999 trigo(contenidode cenizas1600-1700

Alemania

msn/mg) Pan1999

1.9/12

PyS=Schollenbergerycol. (2000b)nopublicadolA=
iSchoIIenbergerycol.(1998)

Muestras=tomadasalazardenegocios.mezcaladas.previoalatomade10gr analítica

t_‘
107

0.22/12

PyS=Schollenbergerycol. (2000c)nopublicadolA=Schollenber-ercol.1998

Alemania

Fideos1999

Alemania

1998/Ene­ Julio

Panyproductosrelacionados

Alemania

1998/Ene­ Julio

Fideos

39

0.6/12

PyS=Schollenbergerycol. (2000c)nopublicado/A:Schollenb­

2.2132

PyS=Schollenbágerycol. (1999)/A=Schollenbergery col.(1998)

Muestrasmayoresde100grsecadasa40° molidasenunmolinocasero(1.5mm)y10 -r.muestraanalltica Muestrasmayoresde100gr .molidasenun molinocasero(1.5mm)y10gr.muestraanalítica Muestrassecadasa40°molidasenun molinocasero(1.5mm)y25gr.muestraanalítica

29

PyS=Schollenbergerycol. (1999)/A=Schollenbergery col.(1998)

Muestrasmolidasenunmolinocasero (1.5mm)ymuestraanallticade259r.

Alemania

1996/Ene­ Julio

Cerealespara desayuno

Alemania

19981Ene­ Julio

Alimentospara bebesyniños

Alemania

1998/Ene­ Julio

Arroz

32

PyS=Schollenbergerycol. (1999)IA=Schollenbergery col.1998

Ííuestrasmolidasenunmolinocasero
(1.5mm)ymuestraanalíticade259r.

25

PyS=Schollenbergerycol. (1999)IA=Schollenbergery col.(1996)

Muestrasmolidasenunmolino (1.5mm)ymuestraanalíticade259r.

casero

26

PyS=Schollenbergerycol. (1999)/A=Schollenbergery calm

Muestrasmolidasenunmolinocasero (1.5mm)ymuestraanalllicade259r.



-57­ somn>100RelerenciasProcedimientodemuestreo

lle/kg

9M¡Ig/k9PIS/A

Pais/RegiónProductoAño/nLOQn<LOOMin/Max

Temporadanúmero

muestrasMal

PyS=Schollenbergerycol.Muestrasmohdasenunmolinocasero(1999)/A=Schollenbergery(1.5mm)ymuestraanallticadeZSgr. col/1998)

AlemaniaAlimentosenbasea1998/Ene-2918

ceralesJulio

FinlandiaAvena1987-19882115‘193.7/44P,SansA=HielaniemiyMuestras(2-3kg)tomadosdesilosdel

""(1991)EstadoFinlandésyde‘‘privados.

FinlandiaCebada1987-19883015'30P.SansA=HielaniemiyMueslras(2-3kg)tomadosdesilosdel

Iainen1991EstadoFinlandésdereductoresnvados.

FinlandiaTrigo1987-19884015'40P,SansA=HielaniemiyMuestras(2-3kg)lomadosdesilosdel

Kumulainen(1991)EstadoFinlandésyde‘privados.

FinlandiaCenteno1987-19883116'300.03/23P.SansA=HielaniemiyMuestras(2-3kg)lomadosdesilosdel

ulainen1991EstadoFinlandesyde‘‘privados.

ycol.VerTab/a¡.2

FinlandiaCebada19981520134.1/41200 FinlandiaAvena19981020721.419595F’.SyA=Esko|aycol.VerTab/aI.2

2000a.b)nopublicadodata

Noruega/Centeno1996420'4S=Langseth(2000)IPyVerTab/a¡.2 importaciónA=Langselh(2000)yLangselh

"‘’L‘(2000)(COST835)

Noruega/Trigo19963420'330.6/20S=Langseth(2000)IPyVerTab/aI.2 importaciónA=Langseth(2000)yLangselh

y“4L‘2000COST835‘

Nomega/Trigo19971020'10S=Langseth(2000)IPyVerTabla¡.2 importaciónA=Langseth(2000)yLangselh

y"‘L‘(20002/COST835)

Noruega!Trigo19982420'24S=Langseih(2000)IPyVerTabla¡.2 importaciónA=Langseth(2000)yLangselh NoruegaAvena19961420‘0142/400¡2958S=Langseth(2000)IPyVerTab/a¡.2

A=Langseth(2000)yLangselhy-JL

NoruegaAvena19971420'0¡201/7105467S=Langseth(2000)IPyVerTabla¡.2

A=Langseth(2000)yLangselh

Rundberet2000COST835

NoruegaAvena19982220'664/522’932S=Langseth(2000)IPyVerTab/al.2

A=Langseth(2000)yLangselh

Rundbere!2000COST835

NoruegaAvena19992020‘391/2371878S=Langseth(2000)IPyVerTab/a¡.2

A=Langseth(2000)yLangselhy"‘L‘(2000)[COST835)

NoruegaTrigo19962820'28S=Langseth(2000)IPyVerTabla/.2

A=Langseth(2000)yLangselhy“JL120003009835)

NoruegaTn'go19972520'25S=Langseth(2000)IPyVerTab/a¡.2

A=Langseth(2000)yLangsethy“1‘‘(2000)(COST835)

NoruegaTrigo19983520'36S=Langseth(2000)IPyVerTab/aI.2

A=Langseth(2000)yLangselh

"'‘L‘(200025COST835)



Pais!Región

Producto

Año!

Temporada

Suecia

Tngo

1990

n

número

de

muestras 68

LOQn<LOQ

Min/Max

P9/k9

-53­ ¡19/k990thn>1oor

uglkg

Relerencias

PIS/A

W

Procedimientodemuestreo

PyS=Pettersson(2000)no
‘pubiicado/A=Penersson(1993)

Suecia

Avena

1990

71

35

70/330

230

PyS=Pettersson(2000)no publicado/A:Penersson(1993)

Suecia

Cebada

1990

39

33

15/140

PyS=Pettersson(2000)no publicado/A:Penersson(1993)

Suecia

Centeno

1990

Suecia

Trigo

1991

PyS=Pettersson(2000)no publicado/A=Pettersson(1993)

92

1051

Suecia

Avena

12/70 95/365

PyS=Pettersson(2000)no publicado/A=Penersson(1993)

Muestras(-1ngtomadasde experimentales.secadasy Submuestrasanalíticas20r.

tomadasde

experimentales.secadasy
Submuestrasanalíticas209r. Muestras(-1kg)tomadasde experimentales.

campcs
molidas.

campos
molidas.

campos
molidas.

Muestras(-1kg)tomadasdecampos experimentales,secadasymolidas. Submuestrasanalíticaszogr. Muestras(-1kg)tomadasdecampos experimentales.secadasymolidas. SubmuesirasanalíticasZOgr.

PyS=Pettersson(2000)no publicado/A=Penersson(1993)

Suecia

Trigo

PyS=Pettersson(2000)-no
ipublicado/A=Petrersson(1993)

Muestras(s1kg)decampcsexperimentales.molidas. SubmuestrasanalíticasZOgr. Muestras(s1kg)tomadasde experimentales.secadasy Submuestrasanalíticas20r.

campos
molidas.

Suecia

Avena

1992

40/40

PyS=Pettersson(2000)no publicado/A=Penersson(1993)

Suecia

Tngo

1993

PyS=Penersson(2000)no
ipublicadolA=Pertersson(1993)

Suecia

Avena

1993

Suecia

Avena

1994

Suecia

Avena

1996

PyS=Pettersson(2000)no pubiicadolA=Penersson(1993)

30/339

91.53

PyS=Pettersson(2000)no publicadolA=Penersson(1993)

23/303

75.76

PyS=Pettersson(2000)no
:pubiicadolA=Penersson(1993)

Suecia

Avena

1997

1045

Suecia

Avena

1998

10JZZ 12/92

21/175

784

PyS=Pettersson(2000)no:
ipublicadolA=Pertersson(1993)

37.20

PyS=Peitersson(2000)no
upublicadolA=Penersson(1993)

Suecia

Cebada

1998

Suecia

Trigo

10/1996­
|06/1998

PyS=Peitersson(2000)no publicado/A=Penersson(1993)

59

PyS=Thuvyerycol.(2000)/A=‘

Muestras(-1kg)tomadas experimentales,secadasy Submuestrasanalíticas209r. Muestras(-1kg)tomadas
experimentales.secadasy

Submueslrasanalíticas209r. Muestras(‘1kg)tomadas experimentales.secadasy Submuestrasanalíticas20r. Muestras(-1kg)tomadasde experimentales.secadasy Submuestrasanallticas20r. Muestras(-1kg)tomadas experimentales.secadasy

campcs
molidas.

campos
molidas.

campos
molidas.

campos
molidas.

campcs
molidas.

Submuestrasanalíticaszagr. Muestras(-1kg)tomadasde
experimentales.secadasy

Submuestrasanalíticas209r. Muestras(-1kg)tomadasde experimentales.secadasy Submuestrasanallticaszagr. Muestras(‘1kg)tomadasdecampos experimentales.secadasymolidas. Submuestrasanagti_oa¿_2_ggn___ Muestrascompuestas(-1kg)tomadasaIa

campos
molidas.

campos
molidas.

MouerGustavsson(1992)

entradademolinosduranteel
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n

Temporadanúmero

de

Müller Moller Maller

Y

(2000)(COST835)

Y

compuestas

demolinosdurante

ylaproducción.

compuestas(­

demolinosdurante

ylaproducción.

compuestas

demolinosdurante

ylaproduca'ón.

compuestas

demolinosdurante

ylaproducción.

compuestas

demolinosdurante

ylaproducción.

seazar.en

deellasseeligieron3casastambién
entrelasquepreparaban

muestrearon5veceslasetapas

seazar.en

deellasseeligieron3casastambién
entrelasquepreparaban

muestrearon5veceslasetapas

seazar.en

deellasseeligieron3casastamblen
enlrelasquepreparaban

muestrearon5veceslasetapas
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Estudios en muestras de porotos de soja presentaron niveles de contaminación entre no

detectable a 1070 ug/kg (Jacobsen y col, 1995); sin embargo no fueron incluidas en las

Tablas porque pertenecían 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 ug/kg; por esta razón se eligió 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

contaminación por T-2 y el 36,2% para determinar TH-2, y sólo unas pocas muestras

contenían 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

co|.,1995), 820 pg/kg en trigo para T-2, en Europa 1686 pg/kg en avena para T-2 y 2018

pg/kg en avena para HT-2 (Muller y col. 1998) y en America (Saubois y col., 1992) 2400

ug/kg en maíz para T-2.

Cuando los limites de detección (LOD) o cuantificación (LOQ) son mayores a 100 ug/kg la

oportunidad de detectar las toxinas es baja. Es interesante señalar que cuando el LOQ

disminuye hay una tendencia a incrementar la frecuencia de contaminación y también los

valores promedio. Por ejemplo, cuando el LOQ está entre 1-50 ug/kg los valores medios en

avena son 201ug/kg para HT-2 (Langseth, 2000) y 75,8 pg/kg para T-2 (Mullery col., 1998).

Hay otros trabajos con LOQ mayor que 100 pg/kg en los cuales las toxinas no son

detectadas o el promedio sobre todas las muestras es .muypequeño. Por ejemplo, se informó

un valor medio de 12,7 ug/kg (Quiroga y col. 1995) en un trigo altamente contaminado en el

año 1986 en donde la LOQ = 500 pg/kg.

Este documento (EHC 105) mostró que en la década 1980-1990 un 7% de las muestras

estaban contaminadas por T-2, aunque la metodología usada en Ia investigación era

bastante variable, ya que en la gran mayoría de los casos, no se incluía evidencia indicando

que los métodos analíticos usados fueran testeados rigurosamente y que la identidad fuera
confirmada adecuadamente.

En cambio, los análisis llevados a cabo en la década 1990-2000, en su mayoría, incluían la

confirmación 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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pg/kg) y una frecuencia de contaminación de 10,9% para T-2 y 14% para HT-2. A pesar que

el número de muestras analizadas es escasa. las contaminaciones son elevadas.

Cuando los datos de contaminación van a ser tenidos en cuenta para cálculos de ingesta, es

conveniente contar con LOQ bajos y recuperaciones mayores de 60%. Por esta razón. es

importante continuar mejorando la metodologia analítica para obtener mejor cuantificación a

bajo costo, particularmente desde el punto de vista de Ia recuperación en distintas matrices.

Un análisis de los planes de muestreo, permitió descubrir que en ninguno de los mismos se

han basado en la distribución de la contaminación por tricotecenos.

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

la distribución de la contaminación en dichas matrices.

I. 2 Distribución de la Contaminación

El análisis de los los planes de muestreo utilizados para determinar la contaminación con

tricotecenos en diferentes matrices (Tablas |.1, l.2, |.3 y L4), mostró una falta de planes de

muestreo. Por eIIo se llevó a cabo sobre los datos bibliográficos el análisis de Ia distribución

de la contaminación.

Algunos autores presentaron datos sobre la distribución en tablas de frecuencia o

histogramas (por ejemplo Müller y col._ 1997. Park y col, 1996). Fontan y col. (1994)

plantearon que la distribución Fisher-Tippett ajustaba adecuadamente los datos de

contaminación por DON de las cosechas de trigo en Argentina en 1990-92.

El inconveniente que se plantea para el estudio de la distribución, es que la mayoría de los

datos individuales de contaminación, especialmente con respecto a T-2 y HT-2 presentan

valores discretos y por consiguiente no pueden ser utilizados en el análisis de dicha
distribución.

Por esta razón se pueden tener en cuenta solamente algunos de los datos hallados en

bibliografía o suministrados por investigadores sobre la contaminación por DON en trigo para

el estudio de la distribución.

La figura l.1 presenta gráficos Q-Q de los datos transformados logaritmicamente para las

cosechas entre 1994 y 1997 en Argentina, la cosecha 1999 en Italia y la de 1998 en el Reino
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Figura |.1 —Gráficos Q-Q de los datos de la contami nación por DONtransformados
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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 análisis los

valores superiores a 20 ug/kg (LOD) en el Reino Unido, 50 uglkg (LOD) en Italia y 48 ug/kg

(LOQ) en Argentina.

En todos los casos se aplicaron test de bondad de ajuste. Los p valores (2 0.5) mostraron

que el modelo de distribución log normal es adecuado para estos datos de contaminación.

La función de distribución de productos procesados como pan, puede ser diferente

de la adoptada para granos, dado que la contaminación se vuelve más homogénea durante

el proceso. La función que se adopte podria, en consecuencia, pertenecer a otras familiasde

distribución diferentes a la distribución log normal. (Schollenberger y col., 2000a).

I. 3 Variación Anual

Casi toda la información que se conoce sobre contaminación por deoxinivalenol se

refiere al trigo (11.000 muestras) y al maiz (6.000 muestras). Gracias a esta cantidad de

datos se pudo analizar Ia variación anual de los niveles de contaminación.

El trigo cosechado en Alemania, Noruega y Rusia mostró variaciones anuales

similares de contaminación durante varios años (Tabla |.1).

Por otra parte, los datos obtenidos en Canadá en años consecutivos mostraron

que Ia contaminación en trigo duro fue más baja que en trigo blando, pero la variación anual

en los dos productos fue similar. La variación anual de ocurrencia de deoxinivalenol en maíz

en Canadá se observa en la Figura l.2. (No existen datos disponibles para Nueva Zelandia

en los años 1990.1991 y 1995.)

Una investigación llevada a cabo en el área principal de producción de Argentina

entre 1985 1999 muestra la variación anual en el promedio de contaminación de trigo y la

frecuencia de contaminación (Figura |.3). No se encontraron datos para los años 1987, 1988

y 1995.
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Contaminación de! maiz por
DON

1200

Pmmedo

(¡J/kg
CanadaI
Nueva

I Zemndm

400..

200..

1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1996

Figura. I.2 Variación anual [en la contaminación por DON en maí2'(Lauren y col;

1991,1996 y Scott 1997).

Promeáo
(ug/kg)

2200- F'recuencia (línea)

' FiguraL-3 Variación anual en-Argentina-de la contaminación-por DON en-trigo.

(Dalcero y col. 1997, González 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, Canadá y Uruguay fueron inferiores a 120 ug/kg en lOs últimos cinco años (Tabla

l.1‘). _ _ . '

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

Estos resultados enfatizah la necesidad de una vigilancia regular del deoxinivalenol

en el cultivode cereales. La variación anual observada pudo deberse a fuertes lluvias entre la

floración y la Cosecha, lo que habría facilitado la infección con F.graminearum y la

acumulación de deox‘inivalenol(Trigo-Stocin y co|., 1998).

Con respecto aIT-2 y HT-2 también se han observado variaciones estacionales,
como se obseva en la figura L4

Media. (ug/kg)

ao- ‘ Tn'go

7(c/ ' Avena

5&// l L_]CeMMa

' 199i 1992'

> Ano o y i

Figura 1.4 Variación anual en Alemania de la contaminación por Toxina T-2.

1989 ' 1990

’ l. 4 Evaluación :de Riesgo
La evaluación de riesgo-es un enfoque que se utiliza en diversas área del conocimiento,

desde la economía hasta la toxicologia, e implica la asociación de informaciones obtenidas

previamente.
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Ya se dijo que la presencia de micotoxinas en los alimentos es la consecuencia de la

colonización de hongos en un sustrato (alimentos) cuando las condiciones ambientales son

propicias. Estas condiciones se refieren tanto a las condiciones meteorológicas durante el

cultivo. como a aquellas que se encuentran durante la postcosecha: transporte.

almacenamiento, elaboración de productos.

Asimismo se mencionó en los puntos anteriores, no sólo la ocurrencia de contaminación, sino

también la variabilidad de la misma dentro de un lote, cosecha, silo, región; las variaciones

anuales y el estudio de algunos procesos que afectan el contenido final de micotoxinas.

La FAO, define como evaluación de riesgos al proceso científico que consiste en los pasos

Siguientes: i) identificación de peligros; ii) caracterización de peligros; iii) evaluación de

exposición; y iv) caracterización de riesgos (www.fao.org)

La “identificación de peligros" son. en este caso. las micotoxinas, que poseen algunas

características muy especiales como:

Ser tóxicas en cantidades muy bajas, ya que la LDSOen la mayoría de los animales es

del orden de mg/kg de peso corporal.

Ser contaminantes naturales de los alimentos, no habiéndose desarrollado aún

suficientes medidas de prevención para controlar su aparición en los mismos;

Ser contaminantes de alimentos de consumo masivo por la población como es el trigo

y que hasta la actualidad es difícil. 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 económicas en la comercialización de materias primas

contaminadas, tanto para los paises exportadores como para los importadores.

Por esta razón, a pesar que la intoxicación en el hombre (en los animales) por

micotoxinas sería ei último eslabón de la cadena alimentaria, mientras no existan medidas

de prevención que imposibiliten el desarrollo de hongos y la producción de micotoxinas, o un

control eficiente o adecuado que impida Ia llegada de estas toxinas al organismo humano, es

necesario, como se expresara. un enfoque multifacético, expresado en la evaluación del

riesgo de intoxicación a que está expuesta Ia población.
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La “caracterización de peligros" son en este caso, algunos de los puntos relacionados con la

metodologia analítica (propiedades fisicoquímicas de las sustancias), con la variabilidad de la

contaminación (relacionado con las etapas, hongo, colonización, producción de metabolitos).

La “evaluación de exposición" se lleva a cabo mediante la asociación de los siguientes
conocimientos:

'(1)* La estimación de la ingesta de los alimentos contaminados, por lo menos aquellos de

consumo masivo o de mayor consumo por la población, 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

contaminación de los mismos, expresado en los estudios de incidencia y/o ocurrencia de la

contaminación. En el punto |.1 se muestran los datos de ocurrencia natural y el cálculo de la

contaminación media de DON arrojó los siguientes valores: para el trigo 53l ug/kg, con 61,6%

de muestras positivas, para maíz de 230 pg/kg, con 60,3% de positivas y para los productos

derivados del trigo 314 pg/kg con el 52,2% de muestras positivas.Con respecto a la toxina T­

2, de las 3.873 muestras (Tabla I.3.)_las muestras de trigo comprendieron el 34,3% de los

análisis y se obtuvo una media de 5,44 ug/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 cálcqu de

la media resultó ser de 4,86 pg/kg. con 10,5% de muestras positivas. Se encontraron

solamente 2.032 muestras analizadas para detectar la presencia de Ia toxina HT-2 (Tabla

|.4.), 42,8% de las mismas correspondían 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 ug/kg, con un

22% de muestras positivas, y el 14,8% eran de centeno, con una media de 2,8 ug/kg, y un

4% de muestras positivas.

- la estabilidad de la micotoxina frente a los diferentes procesos a que está 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 húmeda, secado spray, panificación, cocción, fritado, etc) .

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

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

- otros factores de la dieta.

- biodisponibilidad del alimento.

‘(3)* La estimación de la exposición en el hombre se expresa como Ingesta Diaria para

determinada/s micotoxina/s.

La evaluación de la exposición implica comparar los datos de Ingesta Diaria con valores

definidos de lngesta 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 población, y es la que se supone

produce Ia respuesta de más 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 día; 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 día y para deoxinivalenol 1 pg/kg de peso corporal

por día.

Cuando se analiza Ia exposición a micotoxinas, se puede observar que es mucho más

frecuente de lo que sospechamos. y que por lo tanto es necesario. evaluar el riesgo de

intoxicación a que está expuesta Ia población.

Las Tablas ¡.5 y ¡.6 muestran Ia exposición de la población, teniedo en cuenta valores de

contaminación de productos que se consumen en Argentina. para datos de consumo de

alimentos de encuestas llevadas a cabo en nuestro país.
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Tabla I. 5

Estimación de la exposición a tricotecenos a través
de la ingesta de trigo contaminado por

deoxinivalenol, toxina T2 y HT-2
Exposición

IContaminaciónI Ingesta encuesta 1999 I expresada en uglkg p.c. dia
toxina Pan Galletitas Tapas de Pizza Peso Pan Galletitas Tapas Pizza
año pg/kg blanco saladas empanadas blanco saladas empanadas

hz-as I 12.7 |69.3I 43.3 | 13.5 [23.4Imoolo.o1252|o.oo791| 0.00244 |o.oo423|
IHT2-36 I 21.3 Isaal 43.3 I 13.5 |23.4I70300IO.02149I0.01358I 0.00419 I0.00726I

0.32483 0.20531 0.06328

0.14378 0.09087 0.02801
0.05389 0.03406 0.01050

Porcentaje de contribución

Ide 4.7 %J[de3.4 %l de 0.9 % Ide 1.5 °/¿lh 56.3 %a 35.6 %| a 10.9 °/. | a 19 %|
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Tabla I. 6

Estimación de la exposición a deoxinivalenol

Contaminación lngesta encuesta 1998
promedio cervezaü

toxina mg1 mgz vg1 vgz mg1

año ¡lg/kg
DON 97 51 29.9 5.9 80.6 4.7 539m

ON 98 7 29.9 5.9 80.6 4.7 53900
ON 99 5 29.9 5.9 80.6 4.7 539m

Contaminación lngesta encuesta 1992
romedio consumidores cerveza rs

toxina mg1 mg2 vg1 vgz

año ¿lg/k1
DON 97 51 747.5 169 301 111.9 539w
DON 98 7 747.5 169 301 111.9 539m
DON 99 5 747.5 169 301 111.9 55900

rng1 Mujeres 18 a 24 años

ng Mujeres25 a 50 años

vg1 VarOnes 18 a 24 años

vgz VarOnes 25 a 50 años

El objetivo fundamental de realizar la evaluaciómde riesgo para las micotoxinas, es Ia

posibilidad que este dato brinda para establecer valores limites de seguridad a nivel

internacional, que puedan ser utilizados en la comercialización, con el objeto de evitar o por

Peso grs

ng vg1

625m

62500

625W

625W

62500

625W

70300

70300

70300

7030)

70300

a través del consumo de cerveza

Exposición Jexpresada en pglkg p.c. dia
v92 m91 maz v91 vgz

73900 0.0259

13900

73900

Porcentaje de contrlbuclón

739m 0.6472 0.137 0.2181 0.0772
mm 0.0888 0.0189 0.0299 0.0106
739m 0.0635 0.0135 0.0214 0.0076

Porcentaje de contrlbuclón
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 informaciónsobre la persistencia

y/ o transformación de tricotecenos durante algunas etapas del procesamiento del

trigo y de la harina para contribuir a la estimación de la exposición 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 analíticos durante los años 1990-2000 en diferentes

partes del mundo. usados en la determinación cuantitativa de tricotecenos.

para que utilizando Ia información existente y observando las tendencias

actuales en el análisis de estos metabolitos, poder definir la metodología que

se aplica en Ia cuantificación del trabajo experimental llevado a cabo durante

la ejecución del trabajo doctoral.

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

distribución de la contaminación por DON en trigo, harina, afrechillo y gluten.

© cuantificar el efecto del proceso de r'noliendaseca y húmeda, en una planta

industrial argentina sobre la contaminación 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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III. METODOLOGIA ANALITICA PARA LA

DETERMINACION DE LA OCURRENCIA NATURAL DE

TRICOTECENOS

Ill.1 Introducción

Varios géneros de hongos (Fusan'um, Trichotecíum, Myrothecium,

Trichodenna, Stachybotrys). contienen especies capaces de producir

metabolitos secundarios (Marasas y col., 1985) conocidos con el nombre de

tricotecenos, caracterizados por un núcleo de tres ciclos, llamado tricoteceno y

contienen generalmente un anillo de seis centros con un oxígeno en la posición

1, una doble ligadura en la posición C-9 y C-10 y un epóxido en el C-12 y C-13.

Estas micotoxinas, los tricotecenos, están divididas en 4 grupos, de acuerdo a

las similitudes de sus grupos funcionales (tipos A, B, C y D). Los tricotecenos

encontrados más frecuentemente en alimentos son del tipo B (por ejemplo

deoxinivalenol, nivalenol, 3-acetil deoxinivalenol y 15-acetil deoxinivalenol) y

tipo A (por ejemplo toxina T-2 y HT-2, T-2 tetraol, diacetoxiscirpenol y

neosolaniol) (Ueno, 1983; Figura lll.1)).

Figura Ill.1:Tricotecenos Tipo A y Tipo B

Tricoteceno‘s Tipo A

Toxinas R1 R2 R3 R4 R5

Toxina T-2 OH OAc OAc H OCOCHZCH(CH3)2
Toxina HT-2 OH OH OAc H OCOCHZCH(CH3)2
T-2 tetraol OH OH OH H OH
Diacetoxiscirpenol OH OAc OAc H H
Neosolaniol OH OAc OAc H OH
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Tricotecenos Tipo B

Toxinas R1 R2 R3 R4
Deoxinivalenol OH H OH OH

3-acetiI-deoxinivalenol OAc H OH OH
15-acetiI-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 tóxicos, como

inmunotoxicidad, hematotoxicidad, menor consumo de alimentos y sintomas

diversos gastrointestinales (FAONVHO, 2001): La Comisión Mixta FAONVHO

de Expertos en Aditivos en Alimentos fijó un máximo tolerable provisorio de

ingesta diaria (PMTDI) de 1 pg/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 Ia determinación de tricotecenos se hace una extracción de las toxinas de

la matriz, un paso de limpieza previo a la detección y posterior cuantificación.

Han sido publicados muchos métodos analíticos diferentes para estas

micotoxinas y en particular. para el deoxinivalenol, basados en cromatografía

en capa delgada (TLC), cromatografía gaseosa (CG). cromatografia liquida

(HPLC) o métodos inmunológicos (Langseth y Rundberget. 1998; WHO, 1990;

Yoshizawa, 2001); asi como otras publicaciones sobre revisiones de métodos

de análisis 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 están disponibles comercialmente nuevas columnas para la etapa

de limpiezade los extractos y se han aplicado costosas y sofisticadas técnicas

instrumentales para el análisis de tricotecenos en muestras complejas, tales

como espectrometrla de masa tándem (Plattner y Bennett, 1983),

cromatografía líquida acoplada a detección por espectrometrla de masa

(Voyksner y co|., 1985), cromatografía de fluido supercrltico acoplada a

detección por espectrometrla de masa (Young y Games, 1992) o cromatografía

gaseosa y espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (Mossoba y

col., 1996). En los últimos años se desarrollaron métodos inmunológicos que

actualmente se encuentran disponibles en el mercado, a partir de la producción

de anticuerpos monoclonales (Pestka, 1988; Chu, 1990; Dietrich y col. 1995).

Solamente dos métodos analíticos para tricotecenos están incluidos en los

métodos oficiales de la “Association of Official Analytical Chemists

International" (AOAC), ambos para la determinación de DON en trigo. Un

método utiliza TLC y el otro CG. Existe un método basado en cromatografía

líquida que fue adoptado recientemente por Ia AOAC lnternational como

método preverificado (paso previo a la oficialización, 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 determinación 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 .concentración de soluciones

patrones en el análisis de tricotecenos.

El objetivo de este capítulo. fue analizar los métodos usados en la

determinación cuantitativa de tricotecenos. para disponer de la información

existente y observar las tendencias en el análisis de estos metabolitos. Para

esto, se consideraron aquellos trabajos sobre la contaminación natural por

tricotecenos, ya que el objetivo final es la estimación de la exposición a estos

contaminantes.



III.2Resultados

Fueron seleccionados numerosos trabajos sobre la contaminación natural de

tricotecenos publicados entre los años 1990-2000 para generar una base de

datos, con la condición que los estudios y/o trabajos incluyeran información

detallada (o esta fuera suministrada por lo propios autores) sobre la

metodología analítica y las muestras hubieran sido tomadas al azar.

DON fue el tricoteceno más extensamente estudiado en este período, por lo

que se lo eligió como ejemplo de los tricotecenos tipo B. En el mismo período,

la mayor parte de los datos de los tricotecenos tipo A, fueron sobre las toxinas

T-2 y HT-2, por Io 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 analíticos utilizados.
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TablaIII.

MetodologíaanalíticaaplicadaalosestudiosdeocurrenciaparaDONytoxinasT-2yHT-2

1

Referencia

Matriz

Masa

muestral

(9)

Extracción

lepieza

Cuantiflcacióm

Toxinas

analizadas

lnnnng

"9/9

Precisión

Niveles

agregados M

r ("/o)

_pen.

n

Abouziedycol..(1991)

Alimentoscon

cereales

25

CH:CNZH20

9:1

ELISA

DON

1000

Aliycol..(1998)

Malz

20

CH3CN2H20

3:1
100ml

ColumnaFlorisil

GC-MS

TMS-derivados

DON
NIV

10/NA 10/NA

Eskolaycol..(2000a.b)

nopublicado

Cereales

ColumnadeMycosep

227

TMS-derivados

GC-MS

DON

3Ac-DON

NIV
FX

DAS HT-2
T-2

NA/10 NNZO

FAONVHO(2000) enviadoapublicar

Cereales

Productoscon

cereales

20

H203ml
Cloroformo+

etanol(8+2)

100ml

Elmde

petróleo/etanoI:H20

TLC



MasaPrecisión

deToxinas¡nn/'00Niveles...unennen

ReferenciaMatriz"mas":ExtracciónLimpiezaCuantificación¡halladasnglgagregadosí.“

(9)("919)

Fernándezycol.(1994)Trigo50CH3CN2H20ColumnadeHPTLCDON40/NA20083
(Trucksessycol.(1984)carbón/celite/

modificado)alúmina

.clorofonno-acetona­

84'162-propanol40082 200ml8:1:180072

-0

F“”°”9¿(z/3553*SW“Trigomaig-MCloroformoGC-FIDDONZOO/NAes

Columnade

Malz9:1carbón/celitelHFB-derivadosNlV100/NA87

alúmina

P’°"“°‘°5DAS100/NA83

detrigo

T-2100/NA87
HT-2SGO/NA91

T-2TRIOL300/NA

-T-2

,TERAOL400/NA

Golinskiycol..(1996)Trigo20HPLCDON10/NA

ColumnaNN

C-R4AC-18

Tanakaycol..Tanakaycol..

(1985)(1935)UV(229“)

metanolagua20%

.Mezcladeóxidode17toxinas

Grovesycol..(1999)Malz5CH3CN.H20AIneutroyGC-MSFusarium500/NA100080-100

PrOdUCtos84:16C-18TMS-derivados

demaíz

20mlMaterialde

emgague



Referencia

MatrizExtracciónLimpieza

muestra

(9)

Cuantificación

Toxinas

analizadas

LODILOQ

ng/g

Precisión

Niveles

agregados

ML

n-1

r (°/ol

nen:

agitar60min.

Hietaniemi8.

Kumpulainen(1991)

Granosy
balanceadoHexano

20CH3CN2H20

95:5
100ml

isobutanol

ColumnaSilica

gel

Columna

Florisil

ocolumnaSep

PakC18

homogeneizar

5min.

GC-MS

TMS-derivados

DON DAS

SAC-DON

FX
NIV T-2

HT-2

IDIOIOIOLD ¡DIO1-1­

72-128

(media=100)

HomeGrownCereales

Authority(1999)

HomeGrownCereales

Authority(2000)

Columnade

Mycosep
No.225

20CHaCNZHzO

Trigo

'84:16

100mL 120min.
aitarr

GC-MS

TMS-derivados

DON
T-2

HT-2

20/NA 20/NA 20/NA

Kamimuraycol..(1981)

Columna

1-Amberlite

XAD-4

2-Florisil

Cereales100CH30H:Hzo
Granos95:5

Materiasprimas

dealimentos200ml

agitar30min.

TLC

Solventesde
desarrollo:

1-CHCIa-metanol

93:7

2-Tolueno:

acetonazmetanol

5:3:2

DON
T-2

HT-2
NIV

FX

20-50/NA

100­
500INA

1OO­
500/NA

20-50/NA 20-50/NA
10-50/NA

malz1000 maíz2000 malz2000 malz1000 maiz1000 malz2000

93 83 92 82 90 88



79

Referencia

MatrlzmuestraExtracción

(g)

Limpieza

Cuantificación

Toxinas

analizadas

LODILOQ

nelg

Precisión

Niveles

agregados

(ng/9)

Recuperación

(°/o)

DQD

nen:

Das Neo

Butenólido

Moniliformina

100­
500/NA 500/NA

malz2000 maiz2000 maíz2000 maíz2000

102 108 92 76

Kimycol..(1993)

(Tanaka1985
modificado)

Cebada40CH3CNZH20

Hexano

GC-MS

DON

5

200

92-105 cebada

Maíz3:1

ColumnaFlorisil

TMS-derivados

3AC-DON

87-95(maíz)

160ml

30minutos

15Ac-DON

NIV

4AN|V

Langseth(2000)

Langseth(2000)no
publicado(Cost835)

(‘prpnlpe25CHgCNZHzO

84:16

homogeneizar

Mycosep225

GC-MS

PFPA-derivados

DON

3Ac-DON

NIV FX T-2
HT-2

scirpentn’ol

MAS DAS

20-30

30 20

400 400 400 400

Langseth8.Clasen

(1992)

Paranlne25CHaCNZHzO

84:16

homogeneizar

Columnade

carbón/celite/alúmina

GC-ECD

TMS-den'vados

DON

3AO-DON

NIV FX

10/30

400 400 400 400

80-110

Referencia

MatrizMasaExtracción

Limpieza

Cuanüflcación

Toxina:

LODILOQ

Precisión

nen

¡van



de

muestra

analizadas

"9/9

Niveles

agregados

11912)

Recuperación

(%)

Langseth8.Elen(1996)

(‘anpo

25

CH3CNZH20

ColumnadeCarbón

Icelite/alúmina

GC-ECD

84:16

homogeneizar

Hexano

CartuchodeSilica

TMS-derivados

Lauren&Agnew(1991)

Granos

20

CHaCN2CH30HZ

H20

80:5:15
100ml 2hours

AIúmina-carbon

resinadeintercambio

catiónioo

hidrólisisdelas

toxinas

HPLCC-8

GC-ECDTFAA

derivados

DON

10"

Lewyool..(2000)no

publicado

Maiz

25

CH;CN:H20

84:16
100mL

agitar80min.

ColumnadeMycosep

No.227

GC-ECD

tipoB=TMS—

denvados

tipoA=HFBI­

derivados

DON
NIV

3AC-ÜON
1SAC-DON

50 50 50

Luoycol..(1990)

Maiz Trigo

40

CH;CN:H20

3:1
160-ml

agitar30min.

Hexano

CglumnaFlorisil

GC-MS

TMS-derivados

DON
NIV T-2

1SAC-DON

HT-2

100 100 100

97-103 97-104 97-105 97-106 97-107

Mallman(2000)no

publicado

Pan-maine

CH;CN:H20

84:16
100mL

MycosepNo.224

Automática

HPLCC-18

DON

100

Marasasycol..(1979)

Maiz

hexano

Hexano

GC-MS

DON

100/NA

100mL

metano|:1%KCI

Cloroformo

TMS-den'vados

DAS

100/NA 100/NA

88's
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Precisión

Masade Toxinas¡“DNCDNiveles

ReferenciaMatnzmuésfraExtraccnónleplezaCuanhficacnónananndas"gigagregados(0/0)

nI

55:45
200mL

Marxycol..(1995)20CH3CNszOHexanoHPTLCDON50

3:1-florisi|

200ml-Sep—pak

Móller8GustavssonCereales50acetatodeetilo:HemnoGC_ECDDON25089

(1992)acetonitrilo

4:1Caflugfi‘gfiífipPakTMS-derivadosFX25087

250mlNIV25072

+10mlagua3Ac-DON25093 agitar30min.DAS25089

Triootecina250115

NEO250 HT-2250
T-2250

DON250
FX250 NIV25068

3Ac-DON25089

DAS250105

Tricotecina25081

NEO25093 HT-225077
T-225079

533833

.ProductosPaciny ..GC-ECD

Neiraycol.(1997)demgocoL(1997)Pacmycol.(1997)Pacmycol.(1997)HFB_derivadosDON6/17
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Referencia

Matriz

G)

Masade muestra

Extracción

Limpieza

Cuantificación

Toxinas

analizadas

lnnnOO

nglg

Precisión

vaeles...

agregadosí.“

nena

Niessenycol..(1993)

Cerveza20ml

ELISA

DON

50ng/ml.

5045 50077 100083

Paciny

col..(1997)Romer®MY

84025modificado

Produotos25

detngo

(congrasa)

1-n-hexano

2-acetonitrilozagua

84:16 100mL

MycosepNo.225

TLC

DON

25/48

100102 25087 50092.4

3minblender

ParkycoI..(1992)

Cebada(1990)

LuoycoI..

LuoycoI..(1990)

Florisil

Cartuchosilica

GC-ECD

TMSderivados

88-90

Pettersson(1993)

Cebada20
Avena

Trigo

CH3CNZH20

84:16

Columnade

carbón/alúmina

GC-ECD

TMS-derivados

20-50 10/30

Romermétodo(1994):

LopsycoI..(1998)

Trigo25

CH3CN:H20

84:16 100ml

3min.b|ender

MycosepNo.224

TLC

Tolueno:aoet.de
etilo:ác.fórmioo

5:4:1

500/NA

>85

Ryuycol..(1996)

Cebada20

CH3CNZH20

Hexano

GC-MS

DON

83.8
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MasaPrecisión

...ToxinasInn"00"¡velas_u

muestraExtraccnónLimpiezaCuantnficacnónmamadas"gigagregadosrDen.mmR

(9)M(7°)

ReferenciaMatriz

Maiz3:1ColumnaFlorisilTMS-derivadosT-288.2

200mlHT-291.3

agitar30min.NIV91.8

FX90.9

IDIOIDIO

3AC-DON587.9

5°“°"°"be'9°’YHexanoGC-MSDON7/235050033-90

col..(1993)

Cereales10 .-flor¡si|TFAAderivadosT-22/650-50087-110 Cerealescartuchode
AlimentosintercambiocatiónicoHT-25/1350-50074-109

Tam“y°°’"NIV12/335050071-107

(1985)

FUS6/2150-50082-120

15-ADON7/2250-50073-108
3-ADON5/1650-50088-110

DAS7/2250-50082-116

CebadaGC-MSNIV1584.7
AvenaTFA-derivadosDON1589.1

SchwadorfaMullerTrigo20Ta"(a1"gaa’5')°°’"TanakaycoI..(1935)3Ac-DON1551.3

(1991)FX15

HT-21579.6
T-21580.2



Referencia

Matriz

muestraExtracción

(9)

LimpiezaCuantificación

Toxinas

analizadas

lODIIOO

Precisión

Niveles

agregados

("919)

nglg

n21.

r (°/o)

'nen.‘

DAS

1SAC-DON

15 15

77.8 83.2

Soottycol..(1981) ScottycoI..(1986)

Cereales Cereales

50metanolzagua

1+1

250ml

50metanolzagua

Partición:amonio

acuoso

Sulfato30%Iacetato

deetilo

Columnasilicagel

GC-ECD

HFBI-derivados

Partición:amonio

acuosoGC'ECD

DON DON

10

100(trigo) 500(trigo) 1000(trigo)

150/NA

100(harina)
1000(harina)

72.73.86.70 85.59.78.68

101.102
77,88 78.86

7:3
150ml

Columnasulfato

30%lacetatodeetilo

Silicagel

TMS-derivados

NIV

Scottycol..(1989)

Cereales

50metandl2agua

7:3
150ml

Particion:amonio

acuoso

Sulfato30%Iacetato

deetilo

GC-ECD

TMS-derivados:DONy

NlV

HFB-derivados:other

ColumnaSlllcagel tñchothes

DON
NIV

HT-2 DAS

20/50800(trigo)
200

200/4004000(trigo)
50/200

200

2000(trigo)

81 86 82

Scottycol..(1993)

Cerveza

(ChemElutCE
1020.Varian)

GC-MS

HFB-derivados

C-18SPE (Supelco)

DON
NIV

0.1-1.5
0.01-0.3

5-20ng/ml

103



Precisión

RSDR

Referencia

"at-nzmUOSÜ'al

(9)

Extracción

Limpieza

Cuantificación

Toxinas

analizadas

'nn"0°Niveles

"9/9

agregados

(ng/9)

100

Recuperación

(%) 82

RSDr

Soloveyycol..

(1999)Romer®MY
8402smodificado

Maiz25 Trigo

Productos

demalz
Productos

detrio

CH30NZH20

84:16 100mL

3minIicuar

MycosepNo.225

Columnade

TLC

DON

25/48

300

86

Spanjer(2000)no

publicado.

Cereales
Productos

decereales

25

PEG/H20

59/400mlH20

testHPLC

(VICAM)

InmunoafinidadDON

TM

HPLC-UVRP18

DON
T-2

16/32146-1070

150/NA400(trigo)

92-103

84.7

StrauonycoI..

(1993)

Trigoycebada50

acetonitriIo-agua

21:4
250ml

2hs.Agitarr

n-hexano

CLAB-NH2 columnade

' extracción

carbón/celitel

alúmina

HPLC

C-18columna

UV

DON=220nm
T-2yHT-2=200

nm

fasemóvil=

metanol:agua

DON HT-2 DAS

100(trigo) 400(trigo)

50/NA 120/NA 70/NA

89.8 84.9 88.0

(1987)

Sydenham8.Thiel

Malz
Avena

50

Metanolzagua

1:1

agitar30min

Extrelut20columna

Silicagelcartucho

GC-ECD

HFBI-derivados

GC-ECD

DAS DON

100/NA 100/NA

2/NA300

87

4.4

Tanakaycol.(1985)

Cereales20

CH3CN2H20

3:1

Hexano
-florisi|

TMS-derivados

NIV

86

2/NA300



Referencia

Matriz

Masa

muestral

(9)

Extracción

Limpieza

Cuantificación

Toxinas

analindas

Precisión

lODII00

Niveles

agregados

(ng/9)

nglg

Recuperación

(°/ol

RSD,

RSDa

200ml

agitar30min.

-Sep-pak

TrucksessycoI..
(1984)/Eppleyy

col.(1986)

Trigo Maiz

50

CHaCNIHzO

84:16 200ml

Columnade
carbón/oelite/

alúmina

TLC

cloroformo­
acetona-Z­

propanol

8:1:1

DON

50/NA

77-93

50ppb
=45

300ppb

=39

1000ppb

=64

Trucksessycol.

(1937)

Cebada

Trigo Malz

50

acetonitrilozaguazmetanol

70:25:5 200mL

60min.agitar

AcetatodePb
Columnade

carbón/celitel

alúmina

ColumnaC-8

HPTLC

1-cloroformo­

acetona-2­

propanol

8:1:1

2-cloroformo­

acetona-Z­

propanol 7:1.5:1.5

DON DON DON
NIV FX

50trigo50

trigo100 trigo200

61.3
85

81.5

TrucksessycoI..

(1996)

Salvado

25

CHacNZHzO

84:16 100mL

3min.|icuaro30min.

Agitar

Columnade

MycosepNo.225

HPLC

Columna=

NovapackC13

DON

20/500harina500

harina1000 harina2000

95 85

7.52 5.72 3.14

11.46 18.98 12.72

Tutelyanycol..

(1990)

Trigo

25

CHaCNIHzO

84:16

Columnade

carbón/alúmina

HPLC

columna=si|ica

gel

UV(224nm)

DON

50/NA500

90



Ma“Precisión

deToxinaInm'mNiveles...

ReferenciaMatrizmuestraExtraccnónLimpiezaCuantificaciónanalizadas“gigagregadosí.“
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En la Tabla ll|.2 se agrupan los métodos de cuantificaciónque fueron utilizados

para el análisis de DON en 15.187 muestras, de las cuales 48,I % fueron de

trigo; 20,0% para maiz y 18,5% para productos derivados del trigo; asi como

algunos datos de DONen 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 |Il.2Resumen de las metodologías empleadas para cuantificar
ocurrencia natural de Deoxlnlvalenol

Número

Producto mutua M¿todo LOQ pglkg Referencra
s

Malz 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 dumes 18 ELISA 1000 Abouzred y col.. (1991)
Copos de maiz 6 ELISA 1000' Abouzied y col.. (1991)
Pochoclo 8 ELISA 1000' Abouzied y col.. (1991)

Hgagzma’bud'" 17 ELISA 1000* Abouziedy col.. (1991)
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 Broggí y col.. (1999a.b)
Arroz 54 TLC 48 Broggí y col.. (1999b)
Harina de maiz 4 TLC 48 Broggí y col.. (1999b)
Trigo 214 TLC 100 Cao y col..(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..
Ma'z 14° TLC 10° ‘ (1992); Lu y col.. (1992)
Trigo 40 TLC 100' Dalcero y col..(1997)
Maiz 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 González y col.. (1996)
Trigo 60 TLC 48 González y col..(1999a)
Maiz 30 TLC 48 González y col..(1999b)
Maiz 12 GC-MS 500' Groves y col.. (1999)
Harina de maiz 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)

T"9° 14 ELISA 500 Hart L.P.(1998)
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Número

Producto mutua Método LOQ pglkg Referencra
s

_ . Hietaniemi y Kumpulainen
Avena 21 GC MS 5 (1991) _

Cebada 30 GCMS 5. Hietaniemi y Kumpulainen

Tn-go 4o GGMS 5. nigetgasiemiy Kumpulainen

Centeno 31 GCMS 5. [gigasimi y Kumpulainen
Maiz 197 TLC 100’ Janardhana y coI.. (1999)
Cebada 39 GC-MS 5‘ KimycoI.. (1993)
Maiz 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 Elen (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 91 HPLC-UV 30 Lauren y col.. (1991)
Malz 616 HPLC-UV 10' Lauren y col.. (1996)
Cebada 59 GC-MS 5‘ Lee y coI.. (1995)
Malz 55 TLC 100 Liu y col.. (1992)
Trigo 141 TLC 500' Lops y coI.. (1998)
Harina de trigo 100 TLC 100 Lu y co|.. (1992)
Maiz 155 TLC 100 Lu y col.. (1992)
Trigo 182 TLC 50' Lu y col.. (1994)
Trigo 81 TLC 50' Lu y coI.. (1994)
Trigo 66 TLC 50' Lu y coI.. (1994)
Cebada 29 TLC 48 Martinez y col..(2000)
Centeno 100 TLC 50' Marx y col.. (1995)
Trigo 101 TLC 50’ Marx y coI.. (1995)
Cerveza 50 GC-ECD 2 Moltó y col. (2000)
Trigo 84 GC-MS 1' Mullery Schwadorf (1993)
Trigo 361 GC-MS 1-5' Mullery col.. (1997a)
Avena 272 GC-MS 3' Müllery coI.. (1998)
Cebada 240 GC-MS 3' Mullery 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 coI.. (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 coI.. (1992)
Trigo 123 HPLC-UV 50' Pascale y col.. (2000)
Cebada 20 HPLC-UV 50’ — Pascale y coI.. (2000)
Triticale 10 HPLC-UV 50‘ Pascale y col. (2000)
Maiz 88 TLC 111 Prado y coI.. (1997)
Trigo 1056 TLC 30' Quiroga y coI.. (1995)
Productos de maiz 156 GC-ECD 150‘ Rava (1996)
Malz 527 GC-ECD 150' Rava (1996)
Cebada 30 GC-MS 5' Ryu y coI.. (1996)
Malz 15 GC-MS 5‘ Ryu y coI.. (1996)
Harina de trigo 33 GC-ECD 17 Samar y col..(2001)
Malz 100 TLC 100' Saubois y col..(1992)
Pan y productos
relacionados 96 GC-MS 23 Schollenberger y coI.. (1999)
Fideos 29 GC-MS 23 Schollenberger y coI.. (1999)
Cereales de desayuno 32 GC-MS 23 Schollenberger y col.. (1999)
Alimentos para bebes

Y"'“°s 25 GC-MS 23 Schollenberger y col.. (1999)
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Número
Producto de Referencia

muestra Método LOQ pg/kg
s

Arroz 26 GC-MS 23 Schollenberger y coI.. (1999)
Alimentos con
“redes 29 GC-MS 23 Schollenberger y coI.. (1999)
Trigo 1128 GC-ECD 20-100‘ Scott (1997)
Maíz 131 GC-ECD 50-100' Scott (1997)

sam“ a ha” d° 655 GC-ECD 10100' Scott(1997)
Cerveza 33 GC-MS 0.1’." Scott y col.. (1993)
Cerveza 42 GC-MS 0.5'." Shlm y coI.. (1997)

Hg? y produdos de 38 GC-FID 200' Soares y Furlani (1996)
Copos de malz 17 TLC 48 Solovey y col..(1999)
Harina de maiz 22 TLC 48 Solovey y col..(1999)
Pochoclo 42 TLC 48 Souza y col..(2000)
Tn’go 59 GC-ECD 10 Thuvander y coI.. (2001)
Avena 23 GC-ECD 10 Thuvander y coI.. (2001)
Centeno 28 GC-ECD 10 Thuvander y coI.. (2001)
Cebada 147 ELISA 500 Trucksess y col.. (1995)
Trigo 483 ELISA 500 Trucksess y coI.. (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 tn'go 37 HPLC-UV 20' Trucksess y coI.. (1996)
Trigo 2382 HPLC-UV 50‘ Tutelyan (1998)
Trigo 224 HPLC-UV 50" Tutelyan y col. (1990)
Malz 68 TLC 10' Vega y coI.. (1998)
Trigo 140 ELISA 50‘ Vrabcheva y col.. (1996)
Maíz 15 GC-ECD 100‘ Wang y col. (1995)
Harina de malz 17 GC-ECD 100‘ Wang y coI.. (1995)
Malz 89 GC-MS 10‘ Yamashíta y col.. (1995)
Malz 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 Yuwal y col.. (1994)

' =leite de detección LOQ=LImitede cuantíficacbn



92

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

Tabla lll.3:Resumen de las metodologías empleadas para cuantificar la
ocurrencia natural de toxlna T-2.

Producto Número de Referencia
muestras Metodo LOQ uglkg

"¡go 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 ao GC-MS 15' n'gáfig'e’m'y Kumpu'a'w‘

Avena 21 GQMS 15. l-ligtga1niemiy Kumpulainen

Centeno 31 GOMS 15. gigasiemi y Kumpulainen

Trigo 4o GC-MS 15' giga?“ YKumpu'aine“
Maiz 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 Mühlemann y col.. (1997)
Maiz 90 ELISA 50 Mühlemann y col.. (1997)
Arroz 99 ELISA 50 Mühlemann y col.. (1997)
Trigo 84 GC-MS 1-3' Müllery Schwadorf (1993)
Trigo 361 GC-MS 1-5' Müllery col.. (1997a)
Avena 272 GC-MS 1-5' Müllery col.. (1998)
Cebada 240 GC-MS 1-5' Mullery col..(1997b)
Maiz. 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)
Maiz 291 GC-ECD 250' Rava (1996)
Productos de maiz 158 GC-ECD 250‘ Rava (1996)
Maiz 236 GC-ECD ‘ 250‘ Rava y col.. (1996)
Cebada 30 GC-MS 5‘ Ryu y col.. (1996)
Malz 15 GC-MS 5‘ Ryu y col.. (1996)
Maiz 100 TLC 100' Saubols y col..(1992)
Alimentos de bebes y Schollenberger y col..
ninos 25 GC'MS .6 (1999)
Pan y productos de _ Schollenberger y col..
cereales 186 GC MS 6 1999

Schollenberger y col..
Arroz 26 GC-MS 6 (1999)
Maiz 16 GC-ECD 400 Scott (1997)
Trigo 154 GC-ECD 400 Scott (1997)
Trigo y productos de trigo 38 GC-FID 100' Soares y Furiani 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 = número ’ = Limite de detección LOQ = limit of quantification
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Entre 1990 y 2000 se encontraron solamente 2.032 muestras, en que se
estudió la presencia de la toxina HT-2 (Tabla lll.4). El 42.8% corresponde a
muestras de trigo, el 19% de avena y el 14,8% de centeno.

Tabla lll.4.Resumen de las metodologías empleadas para cuantificar la
ocurrencia natural de toxina HT-2.

Producto Número de LOQ Referencia
muestras MétOdo Em

Trigo 20 GC-FlD 500' Furlong y col. (1995)
Trigo 25 GC-MS 100‘ Gao y Yoshizawa (1997)

Granos de maiz 12 GC-MS 500' Groves y col.. (1999)
Harina de Maiz 13 GC-MS 500' Groves y col.. (1999)

Panqueques .
cocidos 14 GC-MS 500 .Grovesy col.. (1995i)

Avena 21 GCMS 15. Huetanlemz1ygg;1)rnpulalnen

Cebada 30 GOMS 15. Hietaniem21yggïrtpulainen

Trigo 40 GC_MS 15. Hietaniemi1yggïmpulainen

Centeno 31 GOMS 15. Hietaniem21y9l9<tlr)mpulainen
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‘ Mullery Schwadorf (1993)
Trigo 361 GC-MS 1-5’ Müller y coI.. (1997a)

Avena 272 GC-MS 1-5’ Müller y col.. (1998)
Cebada 240 GC-MS 1-5' Mullery col..(1997b)
Cebada 30 GC-MS 5' Ryu y coI.. (1996)

Maiz 15 GC-MS 5’ Ryu y coI.. (1996)
Pan y productos Schollenberger y coI..

de cereales 186 GC'MS 18 (1999)
Alimentos para _ Schollenberger y col.
bebés y niños 25 GC MS 1° (1999)

Schollenberger y coI..
Arroz 26 GC-MS ¡18 (1999)

Trigo blando de
invierno 17 GC-ECD 100 Scott (1997)

Maiz 16 GC-ECD 100 Scott (1997)
Trigo duro del _
I Oeste 108 GC ECD 1Q0 Scott (1997)

T"9°d‘g'::¡‘;%“°‘°s 38 GC-FID 500- Soares y Furlani (1996)
Trigo 59 GC-ECD 10 Thuvander y col. (2001)
Avena 23 GC-ECD 10 Thuvander y coI.. (2001)

Centeno 28 GC-ECD 10 Thuvander y coI.. (2001)
Maiz 68 HPTLC 10' Vega y col. (1998)

N = número ' = Limite de Detección LOQ = limitof quantífication

lll.2.a. Extracción

El primer paso en el análisis de los tricotecenos implica una eficiente extracción
de la toxina. Los métodos usados en la última década diferían en la

combinación de solventes utilizados. La combinación de solventes de
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extracción más usada para DON fueron acetonitrilozagua (61,4%),

metanol:agua (17.5%) y cloroformo:etano|:agua (9,2%). En el caso de

acetonitrilozagua se emplearon varias proporciones: 84:16 (66,9%), 3:1

(23.8%). 9:1 (0,9%), 95:5 (1,2%), con pequeñas cantidades de metano! (7,1%)

o mezclado con acetato de etilo (1,1%). Se usó agua como solvente de

extracción para las metodologías que emplearon ELlSA como método de

detección y cuantificación, aunque también se utilizó acetonitrilozagua,

evaporando el solvente y disolviendo en agua antes del análisis.

La evolución en el uso de solventes de extracción para DONdurante la década

1990-2000 puede verse en Ia Tabla ||l.5. En el caso de las muestras de

cerveza. la concentración de etanol fue variada, dependiendo del contenido

de alcohol previo al proceso de limpieza. por Io cual en la Tabla III.5 se

consideró como extracción etanolzagua.

Tabla ||l.5. Porcentaje de muestras extraídas por diferentes sistemas de

solventes para el análisis de DONy toxinas T-2 y HT-2,en el último

peñodo.

T-2 HT-2

S°'V°"t°s DON i 1998 1998
1990-92 1993-95 1996-98 1999-2000 1995-97 2000 1995-97 2000

Acetonitrilo : agua 58.9 47.3 64.3 83.5 40.6 82.9 77.1 100
Agua - 16.9 0.2 12.4
Agua : etanol 6.2 0.5 4.1
Metanol : agua 0.5 28.4 59.4 17.1 22.9
Agua: clomformo:
etanol 31.8 29.1
Metanol: agua:
acetonitrilo 9.3 - 6.6

Hubo pocas muestras analizadas para los tricotecenos tipo A en los años 1990­

1995, por lo cual solamente se consideran dos períodos al discutir los cambios

en los solventes de extracción: 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 tóxicos por sus efectos cancerígenos, citados

por la Agencia Internacional para la Investigación sobre el Cáncer (IARC)en el
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Grupo 2 B como probable carcinogénico en humanos (Agencia de Protección

Ambiental, EPA, 2001), al terminar esos períodos, el cloroformo se habla

dejado de usar y el acetonitrilozagua era el sistema de solventes elegido tanto

para tricotecenos tipo A como tipo B (Tabla III.2.5).Además que los extractos

obtenidos por este último sistema de solventes son mucho más limpios

(Trenholm y col.. 1985) que los obtenidos con cloroformo, no existen evidencias

de que el acetonitrilo pueda tener el potencial para causar cáncer en humanos

(EPA, 1999).

III.2.b Limpieza

La naturaleza de la matriz y el método elegido para detectar la toxina

determinan el tipo de limpieza que debería aplicarse al extracto. En el caso del

análisis de DON las columnas de limpieza más utilizadas en la década pasada

fueron, Ia columna de carbón-alúmina o la de carbón-alúmina-celite que en

total representan un 4|,9% de los análisis y fuera descripta por Trucksess y

colaboradores en 1984. Las columnas de sllica gel y de silicato de magnesio

(Florisil)fueron usadas solas o combinadas en 31,6% de las muestras. Un paso

adicional de purificación se observó en las publicaciones al utilizaruna columna

rellena con una resina de intercambio catiónico o un cartucho de extracción en

fase sólida C-18 (6,4 y 0.9% de las muestras. respectivamente). En algunos

casos (17,3%) se realizó una extracción previa con hexano para eliminar la

grasa antes del proceso de limpieza propiamente dicha.

Como se muestra en la Tabla lll.6, en los primeros años de la década del

noventa las columnas de silica gel o las de alúmina-carbón-celite fueron

usadas ampliamente para la limpieza de DON. Las columnas de limpieza

preparadas en los laboratorios tenían problemas de reproducibilidad y fueron

reemplazadas en los últimos años por columnas “listas para usar" disponibles

comercialmente. En los últimos dos años han comenzado a adoptarse las

columnas Mycosep (Romer, 1995), que contienen carbón activado, celite y una

resina de intercambio iónico. Las columnas C-18 han sido usadas en menor

medida. Las columnas de inmunoafinidad comenzaron a usarse en los últimos

años para reemplazar las de limpieza convencional (Scott y Trucksess, 1997)

aunque su costo es mucho más elevado.



96

Tabla III.6:Porcentaje de columnas de limpieza utilizadas para el análisis

de DONen el último período.

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

Mycosep - - 11.0 24.5

Silica gell florisil 16.3 16.7 42.4 19.4
Intercambio catiónico 9.3 0.9 6.6 19.2
Carbón / alúmina 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 I|I.7)

durante los periodos 1995-1997 y 1998-2000 mostró que no hay ninguna

tendencia preponderante en el proceso de limpieza. Los hechos demuestran

que todavía hay problemas para obtener buenas recuperaciones para ambos

grupos. sobre todo cuando se busca determinar varios tricotecenos

simultáneamente.

Tabla Ill.7. Porcentaje de columnas de limpieza utilizadas para el análisis

de toxinas T-2 y HTen el último periodo.

T-2 HT-2

Columna 1995-1997 1998-2000 1995-1997 1998-2000

Silica gell florisil 65. 7 33.2 93.3 40.0

Mycosep 25.6 - 31.2
Intercambio catiónico - 20.6 24.8

Ninguna 20.8 17.1 ­
C-18 - 3.4 - 4. 1

Carbón / alúmina 13.5 - 6.7 ­

lll.2.c. Cuantificación

La técnica más comúnmente usada para la cuantificación de DON ha sido la

cromatografla gaseosa (CG), 40,8% de las muestras, seguida en orden

decreciente por la cromatografía liquida (HPLC) con detector UV, 27% de las

muestras; cromatografía en capa delgada (TLC), 25,1% y ELISA,7,1% de las
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muestras (Tabla |II.2). En los primeros años de la década se usaron los

métodos ELISApara la cuantificación de esta toxina, pero en los últimos años

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 cromatografía gaseosa fue la metodologia más usada para la cuantificación

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 ELISAdesarrollado para toxina

T-2 se usó en 17,8% de las muestras, TLC en 11,1% y sólo unas pocas, 1,3%,

fueron analizadas con HPLC (Tablas |II.3 y |II.4).

Entre esos trabajos en los que se usó cromatografía gaseosa para la

cuantificación de DON, el 63,9% de las muestras fueron analizadas con

detector de captura de electrones (GC-ECD)y el 35,2% con espectrometría de

masa (GC-MS). En pocos casos (0,9%) se utilizó un detector de ionización de

llama (GC-FID). GC-MS también fue usado para identificación y confirmación

de DON (Tabla |II.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 |II.3 y |II.4).

Todos los métodos GC usados se basaron en la derivatización de los grupos

hidroxilos de las toxinas para que puedan ser detectadas con mayor
sensibilidad. Ellos diferlan en la elección del agente derivatizante. Los

derivados éter trimetilsilil(TMS)y éteres heptafluorobutiril (HFB) y trifluoroacetil

(TFAA)han sido los más regularmente empleados en el caso de DON. El 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 TFAAfue utilizado en el

54,7% de las muestras evaluadas por GC-MS. Para los tricotecenos tipo A el

agente derivatizante más 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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Ill.2.d Límites de los métodos

Con respecto al límite de detección (LOD), algunos autores expresaron este

valor como dos o tres veces el ruido. mientras que otros lo definieron como la

menor cantidad de estándar que puede ser detectada. El límite de

cuantificación (LOQ) o determinación fue definido por algunos autores, como

cinco o seis veces el ruido (medido con soluciones estándar). no teniendo en

cuenta los datos de recuperación en la matriz en estudio. mientras que otros

investigadores incluyeron el dato de recuperación en su estimación del LOQ.

Por ejemplo, para estimar la ingesta de tricotecenos, es necesario considerar

los datos para los cuales la recuperación es mayor que 60%.

El limite de detección de los métodos de CG empleados para la determinación

de DON varían de 2 a 150 ug/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

detección fueron de 1 a 30 ug/kg y de 5 a 400 ug/kg en GC-MS y GC-ECD

respectivamente. En un caso un valor inusualmente alto de 500 ug/kg fue

informado para tricotecenos tipos A y B detectados por GC-MS (Groves y co|.,

1999).

Varios autores que utilizaron HPLC-UV para la cuantificación de DON con el

detector a 220 nm, informaron valores de límite de detección de 10 a 50 ug/kg

(Tabla lll.2), sin embargo Trucksess y col. ¡(1995) definieron un límite de

cuantificación de 500 ug/kg (pero con una recuperación mayor de 60%).

Tutelyan (1998) y colaboradores (998) analizaron el 63,5% de las muestras
mediante cromatografía en fase normal con columnas de sílica gel. Todos los

demás autores emplearon cromatografía en fase reversa. muchos de ellos con

un gradiente de agua y metanol como fase móvil.Como los tricotecenos tipo A

tienen absorción a longitud de onda menor de 205 nm, resulta muy difícil la

detección con HPLC-UV.Solamente un trabajo usó el procedimiento HPLC-UV

para monitorear estas toxinas (Stratton y col., 1993).

TLC fue utilizado para cuantificar DON (Tabla lll.2) y los límites encontrados en

la bibliografía consultada varían de 30ug/kg a 100ug/kg. Todos los autores que

eligieron TLC para cuantificar DON usaron una solución de cloruro de aluminio

para visualizar los tricotecenos tipo B, ya sea impregnando previamente las

placas o pulverizándolas después del desarrollo del solvente. Solamente en
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tres casos la toxina T-2 fue cuantificada por TLC, con límites de detección de

10, 100 y 500 ug/kg (Tabla III2.3).

El límite de detección de los métodos ELISAempleados para Ia cuantificación

en granos fueron de 50 pg/kg. 500 ug/kg y 1000 pg/kg y para la determinación

de DONen muestras de cerveza de 50 ug/kg (Tabla ||I.2).

Para la cuantificación de Ia toxina T-2 en muestras de granos los límites de

detección informados fueron de 40 a 100 pg/kg (Tabla lll 2.3).

lll.3 Conclusión

Cuando los datos de ocurrencia van a ser considerados para la estimación de

la exposición, la metodologia de detección debe tener un límite de

cuantificación no mayor que 50 ug/kg para deoxinivalenol y menor que 10 ug/kg

para toxinas T-2 y HT-2.

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

Las columnas de limpieza actualmente aceptadas son las Romer 225 o en un

envase con mayor masa de relleno (Romer 227).

Las metodologías mas adecuadas para Ia cUantificación son cromatografía

gaseosa con detector de captura de electrones o cromatografía en capa

delgada para DON, mientras que para los tricotecenos tipo A el método de

cuantificación obligado es Ia cromatografía gaseosa con detector de captura de

electrones y en algunos casos se puede utilizarun 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 DETERMINACIÓN DE

DEOXINIVALENOL EN TRIGO, HARINA, AFRECHILLO Y

GLUTEN.

IV.1 Introducción

La contaminación natural por deoxinivalenol en trigo y productos derivados ha sido

observada en todo el mundo (Neira y col., 1997; Pacin y co|., 1997; Quiroga y co|.,

1995; Scott, 1997; Trucksess y co|., 1995; Trucksess y co|., 1996 Yoshizawa y Jin,

1995 Tabla l.1) Por otra parte, la ingesta de DON ocasiona diversos efectos locales

debidos a Ia irritaciónde las mucosas gastrointestinales, así como efectos sistémicos

debido a una potente inhibiciónde la síntesis proteica. A estos efectos se agrega,

otro de mayor importancia asociado a la posibilidad de desarrollar nefropatias.

debido al incremento de lgA (Greene y col., 1994; Prelusky y col., 1994; Rasoon y

Pestka. 1994; Warner y Petska, 1994), que es una de las nefropatias más comunes
en el mundo.

La estimación de ingesta de micotoxinas implica establecer con Ia mayor precisión

posible, el contenido de estas toxinas en grandes lotes de granos o productos

derivados, destinados al consumo humano o animal.

La contaminación de los granos individuales varía ampliamente debido a que la

distribución no es uniforme, ya que pueden existir granos con alto contenido de

micotoxinas; lo que origina la posibilidad de. hallar gran variabilidad en la
determinación del nivel de contaminación. El diseño de un eficiente plan de

muestreo depende del conocimiento de la distribución de la contaminación, función

matemática que permite representar la distribución de la contaminación dentro de un

lote (silo, camión, buque) o entre lotes (región, cosecha, planta de almacenamiento).

Esta función de distribución es específica para cada micotoxina y para cada matriz

(alimentos, fracción de molienda, maiz en grano) analizada.

La variabilidad en la determinación 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 preparación de la muestra y al método
analítico.

En esta parte del trabajo se estudió la variabilidad asociada a la determinación de

DON, analizada por cromatografía gaseosa. en lotes de varias toneladas de trigo,

harina, afrechillo y gluten, y se determinó las funciones de distribución de la

contaminación en cada producto mencionado.

IV.2 Materiales y Métodos

IV.2 a Diseño 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 limpioy 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 Ia planta de producción de almidón y gluten, donde se procesó Ia harina obtenida

en la molienda, se tomaron muestras cada 30 minutos de gluten y de almidón de

trigo (9 muestras de cada producto de 1 Kgcada una).

Cada muestra se dividió 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

tomó una porción de 259 (muestra analítica). Los resultados de la cuantificación de

DON (anexo) en 144 muestras de trigo limpio, 1'44 muestras de afrechillo, 144

muestras de harina y 54 muestras de gluten fueron utilizados para estimar la función

de distribución de la contaminación por DON en los lotes como así también la

variabilidad en Ia determinación (análisis estadístico ANOVA).
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Figura |V.1: Molino Romer

|V.2.a.2 Variabilidad Analítica

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 determinación analítica. Se analizaron diez alícuotas de cada

extracto.

|V.2.b Equipamiento

a) Homogeneizador. — Osterizer
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b) Columna de limpieza. —-columna Mycosep N° 225 (Romer Labs, Inc.).

c) Cromatógrafo gaseoso (CG o GC)—Hewlett-Packard Model 5890 Serie

ll equipado con un muestreador automático, controlador HPG1512 A,

módulo de inyección HPG1513A,detector de captura de electrones

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

ChemStation.

¿ge-u“bmw-avn­

r8! f

Figura IV.2: Cromatógrafo gaseoso - Hewlett-Packard Model 5890 Serie Il

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

espesor de pelicula)

e) Plancha calefactora: baño de arena equilibrado a 62 i 2 °C.

IV.2.c. Reactivos

a) Solventes. - grado “cromatografla líquida"metanol, tolueno, acetato

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

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

MO.

d) Anhídn'do Heptafluorobutm'co (HFBA). —Sigma Chemical Co. St. Lois,

MO.

e) Bícarbonato de sodio. —solución acuosa 5% (w/v) (Merck)

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

IV.2.d. Metodología Empleada en la Determinación de DON

|V.2.d.1 EXtracción y Limpieza

El método utilizado para la extracción y limpieza fue el descripto por Trucksess et al.

(Trucksess y co|., 1996) con modificaciones:

1) se pesaron 25 gramos de muestra y se realizó la extracción con 100 ml de

acetonitrilo: agua 84:16 (Figura lV.3)

Figura IV.3:Extracción de las toxinas de la matriz alimentaria. Pesada
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2) La proporción de agua agregada se ajustó teniendo en cuenta la humedad de las

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

w “ a ¿1,

tn ‘l '9“

Figura IV.4:Extracción de las toxinas de la matriz alimentaria. Agitación

3) Aproximadamente 4 mI.del extracto se colocaron en un tubo de 8x15 mm y cuatro

porciones de 0.5 mi se pasaron sucesivamente a través de la columna de limpieza

siendo transferidos a otro tubo, evaporados a sequedad en un baño de agua a 60 °C

con vacío y guardados a -—18°C. (Figuras IV.5 y IV.6)
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Figura IV.6:Concentración del extracto con vacío
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|V.2.d.2 Derivatización

El extracto seco se derivatizó por la técnica descripta por Croteau y col. (1994)

Brevemente, se agregó la solución del catalizador al extracto seco, se agitó y luego

se añadió 50 ul de HFBA. El tubo se colocó en el bloque calefactor a 62 d:2 °C por

20 minutos. El exceso del agente derivatizante se destruyó por agregado de 1 mlde

la solución de bicarbonato y luego se agregaron 400 ul de tolueno. Luego de

centrifugar, la capa superior orgánica (480 ul) se transfirió a un vial y el mismo se

colocó en el muestreador automático del GC para su análisis.

|V.2.d.3 Cuantificación por Cromatografía Gaseosa

Con el objeto de obtener una buena resolución del cromatograma, se ajustó el

programa de temperatura de la siguiente manera: 1 minuto a 80 °C, luego un

incremento de 80-160 °C a 30 °C min'1seguido de otra rampa de 160-183 °C a 1 °C

min'1 y luego de 183-280 °C a 12 °C min'1 (manteniendo esta temperatura 5

minutos).

La presión de cabeza de columna fue de 12 psi. Las temperaturas del inyector y del

detector se fijaron en 250 °C y 300 °C respectivamente.

El volumen de inyección fue de 2 ul.

Se inyectaron diferentes concentraciones de DOÑ, diariamente para determinar la

respuesta del detector de captura de electrones y generar curvas de calibración.

El limite de detección y cuantificación de DON fue.de 11 y 18 ug/kg a una relación

señal: ruido de 3:1 y 5:1 respectivamente.

Además, se evaluó la variabilidad para las etapas de derivatización y cuantificación

con el cromatógrafo gaseoso. Se analizaron 10 allcuotas de cada muestra para

determinar el desvio estándar de los resultados. Los promedios están expresados en

ug/kg de DON y fueron calculados basados en las áreas o en las alturas de los

picos. El desvio estándar (DS) en función de la concentración (figura IV.6) da una

relación lineal. Cada punto es el promedio de diez determinaciones (tabla |V.1).
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Tabla IV.1: Variabilidad en la derivatización y la cuantificación de DON.

Modla (ug/Kg) DS DSR %

muestra área altura área altura Área altura

I 17005.8 17455.1 614.2 718.8 3.6 4.1

ll 2595.6 2438.3 106.9 82.3 4.1 3.4

||| 1023.9 1013.7 47.7 62.7 4.7 6.2

IV 559.7 590.7 27.3 41.8 4.9 7.1

Figura IV.6:Relación entre el DS y la concentración de DON(media de 10
determinaciones)

y = 0.0355x + 11.023

0 5000 10000 15000 20000

DON pglkg

Se decidió cuantificar por áreas ya que las alturas a bajas concentraciones tienen

mayor dispersión de los resultados.

IV.3Resultados y Discusión

Se realizó un análisis estadístico de los datos por el test de ANOVA.La variación

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 teórico para el número de

muestras analizadas es 1.62. Suponiendo que la hipótesis nula es Ho: “no hay

diferencia significativa entre lotes" del análisis de la tabla IV.2se 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 teórico (1.62).

Tabla |V.2: Resultados del test ANOVA.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F

variación cuadrados (ppmz) libertad medio (ppm!)

"¡go Entre lotes 15.39 23 0.669 3.56
Dent de 22.55 120 0.188

(<c>=1.928ppm) r° los “es
total 37.94 143

. _ Entre lotes 13.35 23 0.58 17.34
Hanna de tngo

Dentro de los lotes 4.02 120 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 0.42
(<c>=4.68ppm)

total 302.4 143

Entre lotes 0.163 8 0.02 14.1
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 preparación de la muestra (molienda, separación de 259,

extracción y limpieza del extracto) y al error analítico (derivatización y cuantificación

por CG). El valor 0.188 ppm2 (desviación estándar DS=0.434 ppm) concuerda muy

bien con las ecuaciones de Whitaker y col (2000)que para una concentración de

1.928 ppm predicen una varianza de 0.205 ppm2(DS=0.45ppm).

El error analítico depende del nivel de la contaminación (Figura IV.2)_se obtuvo la

siguiente ecuación que expresa su dependencia co'mo V= 0.002x cms.

Para trigo limpiouna concentración de 1.928 ppm da una varianza de 0.007 ppm.

El método cromatográfico se evaluó calculando la relación de HORRAT

RSDrobservado

RSD,reórico
Horral =

Desviación estándar relativa experimental (RSD,observado)/ la desviación estándar

relativa calculada (RSD. teón'co) con Ia ecuación de HOI'WÍtZque a continuación se
describe:
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=2(l-0.5logC))

siendo C la concentración.

Un método se considera aceptable si el HORRATes 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

precisión aceptable del método (Tabla IV.3).

1.0000

0.1000
a: .
.gÉ /
3 0.0100 ,
Ee
9

0.0010 Y a 7 . y = 0002x1325
R2 = 0.998

0.0001 . .

0.1 1.0 10.0 100.0

Concentración de deoxinivabnol (ppm)

Figura NJ: Gráfico log-log de la varianza analítica versus la concentración de

deoxinivalenol. Cada punto es el promedio de diez determinaciones.

Tabla lV.3:Evaluación del método analítico dentro del laboratorio

Varianzaanalltica(ppm’) Concentración (ppm) RSD' RSD' “m
teórico observado

0.0073 1.93 14.49 4.43 0.31

0.0022 0.99 16.01 4.72 0.29

0.0368 4.68 12.68 4.10 0.32

0.0002 0.29 19.25 4.83 0.25
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Para estimar la función de distribución de Ia concentración de DON en el lote de 13

toneladas de trigo limpiose utilizóel 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 porción de 25 g para el

análisis. Se determina una matriz de la concentración de DON C¡¡_que tiene N x r =

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

l r
c, = ze” (1)

r i

y la varianza del estimador es

3,2 = WL- (cu—e,) (2)

Ahora si c es Ia concentración verdadera y formamos la variable reducida

xl = (C_ ¿Msn es sabido que xi tiene una distribución t de Student con r-1 grados

de libertad, asumiendo que c sigue una distribución normal en Ia muestra de 3 kg

(pero no en la muestra de 13 ton). En consecuencia, la PDF (probability density

function) para la muestra i sola valdrá

dp l

dc = ¿1,400 (3)
I.

donde

tr—l(x)=
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es la distribución PDF de Student y I‘ es la función gamma de Euler.

La ecuación (l) da un pico simétrico de probabilidad alrededor de ci. Sin embargo tenemos

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

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

inversa de la desviación estándar S de las muestras individuales.
’ I

La función normalizada PDF para todo el lote es

dp l N l_h—= r 4
de Ngs ,-.<x,) ()

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

distribution function) que es la integral de la ecuación (4), luego

MÓ=LZTÁÚ (5

donde

1 rlgl 1 3 2

Tr-.(x)=2+r(,;¡) l”(:_1)F[2’ Sl 2; rx—l]

y F es la función hipergeométrica.

La función p(c) es una función suave de c que puede representarse convenientemente de la

siguiente forma. A fin de investigar sí la distribución posee una cola asimétrica conviene

transformar a la variable 77(c)= —ln(—ln p) que resulta ser una función lineal de c y creciente

a valores elevados de la concentración, es decir, una distribución extreme-value type I o de

Fisher-Tippett, usada en hidrología para estimar probabilidades de flujo (Linsley y col.,

1975)

De hecho observamos en todas las distribuciones determinadas que nl] es una función lineal

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

función lineal de la concentración a valores elevados de c. Sin embargo para valores

de concentración bajos, cerca del limite de detección 11(0)es negativa y 77'(O)z 0. En

todo el rango investigado n se puede ajustar con un polinomio de grado 3. Esta

polinomial tiene suficiente flexibilidadpara acomodar hasta distribuciones bimodales

(ver el caso de afrechillo, figura IV 10). Con esta expresión de D (c) la CDF y la PDF

puede ser calculada de las ecuaciones siguientes:

p = expl- e'”(‘)]

dp da
= — ln

dc (p p) dc

y el promedio, la desviación estándar, coeficiente de asimetría y curtosis se calculan

por integración numérica directa. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla |V.4

Tabla IV.4:Media,desviación estándar, coeficiente de asimetría y curtosis de
trigo, harina de trigo, afrechillo y gluten calculado por integración numérica.

Trigo Harina de trigo afrechillo gluten

Media (ppm) 1.91 1.02 4.66 0.29

Desviación estándar (ppm) 0.39 0.54 1.29 0.05

Coeficientede asimürla lla/0” 0.30 0.015 4).69 -o.oa

CUNOSÍSÜlJ-t/UL3 0.32 —o.47 0.24 0.34

Las funciones de distribución de la concentración de DON observadas en trigo se

comparan con una distribución normal de igual valor medio y desviación estándar en

la figura IV.8. Las funciones de distribución de la contaminación 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 desviación estándar (figura |V.9, harina de trigo; figura IV.10, afrechillo y

figura lV.11, gluten). En el caso de harina de trigo, la función de distribución presenta

una cola asimétrica para valores elevados de concentración como se observó

también en la función de distribución de la contaminación en granos de trigo.
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Figura IV.8:Comparación de la función de distribución propuesta y graficada con

los datos experimentales de la contaminación por DONen trigo con una función

de distribución normal de igual media y desviación estándar.
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Figura IV.9:Comparación de la función de distribución propuesta y graficada con

los datos experimentales de la contaminación por DONde harina de trigo con una

función de distribución normal de igual media y desviación estándar.



115

0.35

0.3

0.25

0.2

0.15

0.1

0.05

Concentración de deoxinivalenol (ppm)

Figura IV.10:Comparación de la función de distribución propuesta y graficada con

los datos experimentales de la contaminación por DONde afrechillo con la suma

_ . ( . -C _ _ _ -c

de dos distribuciones normales. (p " 0'0732xe“ 27 yy p ‘ 0'373xe-0Wu Y).

0' ' ‘ 'of1' 0.2 0.3 0.4 ' ' '05

Concentración de deoxinivalenol (ppm)

Figura I VJ I : Comparación de la función de distribución propuesta y graficada con los

datos experimentales de la contaminación por DON de gluten con una distribución

normal de igual medía y desviación estándar.
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La función de distribución de la contaminación observada en el lote de trigo, que en este

trabajo proviene de silos de almacenamiento, coincide con resultados anteriores de Ferro

Fontán y col. (1994) para la contaminación por DON en el trigo en el momento de las

cosechas de los años 1990, 1991 y 1992 en Argentina.

IV.4Conclusiones

Se determinó la dependencia del error analítico con la concentración del DON. Se

evidenció, por el cálculo de la relación de Horrat, que la precisión del método

analítico es aceptable para los fines de este estudio.

Se determinaron por primera vez en el ámbito mundial las funciones de distribución

que representan la contaminación por DON del afrechillo, harina de trigo y gluten.

Con respecto al trigo, los resultados adquieren gran relevancia ya que la función de

distribución encontrada representa los datos de contaminación de trigo argentino.

Otro aspecto relevante, es que estos resultados posibilitan la discusión de

estrategias para reducir la variabilidad asociada a la determinación de DONen trigo,

afrechillo, harina de trigo y gluten.



H7

V. DISTRIBUCIÓN DE DEOXINIVALENOL EN LA

MOLIENDA DE TRIGO Y EN LA PRODUCCIÓN DE

ALMIDÓN Y GLUTEN DE TRIGO EN UNA PLANTA

INDUSTRIAL

V.1 Introducción

La preocupación por la contaminación de este cereal, basada en que la ingesta

de alimentos manufacturados con trigo es la principal fuente de energía en

nuestro pals (Pacin y co|., 1998), llevó a la necesidad de investigar el

comportamiento de la contaminación por DON presente en el trigo durante los

diferentes procesos de elaboración de alimentos.

La etapa previa a la utilización de trigo en la elaboración de alimentos es la

molienda. El 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 metálicas mediante

separadores magnéticos para que no deterioren los equipos que se utilizanen

la molienda. La limpieza consiste, en un separador que elimina piedras. palos,

y todo material extraño de tamaño mayor o‘ menor que el grano; para la
separación de granos de densidad semejante a la del cereal que se quiera

moler, se utilizandiscos separadores.

Con el objeto de separar la suciedad adherida, se utiliza un equipo cuyo

diseño hace que se froten los granos entre si, contra una pantalla metálica

perforada y para Ia eliminación de piedras pequeñas de tamaño semejante al

del grano, se suelen utilizar 2 sistemas en seco; uno es básicamente 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 específico (“screenings”). Este último

sistema, favorece también la separación de granos infestados debido a que

tienen bajo peso específico, por lo que esta etapa constituye una forma de

disminuir la cantidad de toxinas que llegarían a la harina y otras fracciones.
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La siguiente etapa es el acondicionamiento que consiste en añadir 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 pequeños trozos durante la

molienda, y 2) ablandar o suavizar el endosperma para facilitar Ia molienda. La

cantidad de agua que se añade 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 más altos. El tiempo necesario para

alcanzar una distribución adecuada de humedad varia desde 6 horas para el

grano blando hasta más de 24 horas para el grano duro.

La molienda de la mayoría de los granos de trigo, se hace con molino de

rodillos, sistema que se basa en un proceso de reducción gradual. Los rodillos

giran en sentidos opuestos y funcionan generalmente con velocidades distintas,

asi, además de la acción de compresión al pasar una partícula suficientemente

grande por el estrecho espacio entre los 2 rodillos, hay una acción 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

fragmentación. Este sistema se compone de vakriosjuegos 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 reducción. Los rodillos de reducción suelen ser lisos. en

lugar de estriados. Tras cada paso de molienda, se criba el producto, se separa

Ia harina y las particulas más groseras son enviadas a los rodillosde reducción

apropiados. Tras los rodillos de reducción, también se utilizan los purificadores

para el tamizado final de la harina.

Varios autores han estudiado la distribución de DON durante la molienda del

trigo. La mayorla de los trabajos fueron realizados en molinos experimentales o

en plantas piloto y los datos publicados presentan divergencias respecto al

porcentaje de retención en la harina y su relación con el nivel de contaminación
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o el grado de extracción, a pesar de que hay coincidencias en que las

fracciones de las partes externas del grano son las más contaminadas (Tabla

V.1).



TablaV.1:EstudiosdeladistribucióndelacontaminacióndeDONdurantelamoliendadeltrigo.

[DON]entrigo[DON]RetencióndeDON%decambioenlaconcentracióndeDON

ReferenciaPaisTrigoMolino(mg/¿(9)Gradodeextracciónenhan'nadetrigoenharina(%)enrelaciónconHarinaenrelaciónconTLenrelacióncon

TSTL(wmTSTLTSTLTS

Scottycol.CanadaDurorojodeprimaveraLaboratorio4.6275.94.2567.2'-8‘

1983FN=115.MP=73.5l2k75.33.96-14.3'

Youngycol.Canada

1984

BlandodeinviernoLaboratorio0.810.5844.40.4323.6‘33.2'46.9‘-25-29 DurodeprimaveraLaboralono8.6651.757.3243.7'-15 Durodeprimavera(8kg)0.9751.250.7438.9'-24 BlandodeinviernoPlantapiloto0.810.6273.40.4944.4'58'-39.5'-19-24

(18kg)

BlandodeinviernoPlantaindustrial0.450.420.34-24.4'-17-7

(11.4ton)

Scottycol.CanadaVariedadesdeprimaveraMontano1.391.1971.7/71.612911.4669‘83'-1.08'15.5'44.4i

1984(2kg)

DurorojodeprimaveraPlantapiloto6.9811977.6173.9/74.66.44I7.1364.7'70'-9.2'-10.8'1.8'
Variedadesdeprimavera(20kg)1.391.1971.3/71.80.990.9951.1'30.3'-28.8'-16.8' VariedadesdeprimaveraPequeñaplanta1.390.80695/7200.7738.5'68'-44.6'-3,75’-42.5'

comercial(1ton)

Abbasyool.USADuroroiodeinviernolaboratorio8.87.960.73.524.1'26.9'

1985Duroroiodeinviemo7.96.460.03.a28.9'35.6'

Durorojodeinviemo9.67.856.13.721.6‘26.6'

Seitzycol.USADuroroiodeinviernoPlantapildo

1986MP=58.4lblbu(76.9kg/hl)(81kg)0.640.5069.70.3538.349.1-45-30-22

MP=59lblbu(77.7kg/hl)Limpiezanormal0.790.4973.40.1917.628.4-76-61-38 MP=56lb/bu(73.8kg/hl)1.250.5869.50.5128.561.9-59-12-54
MP=56.7lb/bu(74.7kglhl)1.490.9868.60.7534.352.0-50-24-34

-MP=53.2lblbu(70.2kg/hl)5.12.7068.11.6822.542.4-67-39-47

Nowickiycol.CanadaRojodeprimaveraLaboratorio12.511.172.9/7'2.84.5126.?29

1988(9m __

l Calculadoapartirdelosdatospublicados.TS=trigosucio.TL=trigolimpio.FN=fallingnumber.MP=masapesada.

[DONLa

NM

xrelación_de _extracción

Retención=100x

{DON},x100
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No se encontraron publicaciones que muestren la distribución de la contaminación por DON

en la molienda de trigo en la Argentina, como tampoco sobre la distribución durante el

proceso de producción a partir de harina, de gluten y almidón en ningún país.

El objetivo de esta parte del trabajo fue caracterizar el comportamiento de las toxinas de

Fusan'um presentes en el trigo como contaminación natural durante la molienda y durante la

producción de gluten y almidón en una planta industrial en Argentina utilizando lotes de trigo

de las cosechas 2001 y 2002.

V.2 Materiales y Métodos

V.2.a Diseño experimental

Fueron seleccionados para este estudio algunos lotes comerciales de trigo argentino de las
cosechas 2001 (experimento I) y de la cosecha 2002 (experimento Il) que presentaron

visualmente ataque por Fusan'um Las muestras analizadas se consideran representativas de

los lotes estudiados ya que fueron tomadas a intervalos regulares durante los procesos de

limpieza, molienda y producción de gluten y almidón. 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 año de trigo. Aproximadamente un

40 % de la harina producida se destina (dependiendo del mercado) para obtener gluten y

almidón. Una representación esquemática de Ia 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 l

Ocho camiones de aproximadamente 30 toneladas de trigo fueron mezclados para este

trabajo. El porcentaje de granos infectados varió 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 dividió en 6 submuestras de igual peso, y de cada submuestra se analizó una

porción 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
tflgo I

Cada 5 min

molienda Cada 5 min

+ + Cada30min.

Afrechillo Harina — i
24 x 1kg 24 x 1 kg Gluten

l l 9 x1kg
Sub muestra 6

x 500 g
Sub muestra 6

x 166 g

Sub muestra 6
x 166 g X1669Sub muestra 6 ]

Muestra analíticaMuestra ana'mca Muestra analítica
25 g 259

Muestra analítica
25 g 25 g

I Cuantificación de DON I

Figura V.2 Esquema de Muestreo

Experimento ll
Se usó 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 Metodología Empleada en la Cuantiflcación de

Tricotecenos y Zearalenona.
Las muestras de trigo y afrechillo fueron molidas en un molino Romer antes de tomar la

muestra analítica. El método utilizadoen las distintas fracciones se encuentra resumido en la

figura V.3 y el detalle del mismo se encuentra en el punto lV.2.d. El almidón se extrajo oon

una pequeña modificación que consistió en reemplazar el licuado por agitación mediante un

agitador orbital (200rpm) durante 30 minutos, para obtener una mejor recuperación.

4‘ ' ' 4 ‘ uestra (25g)+ 100 ml CH,CN:H20 84:16
. Blender 3 minutos. Filtrar

8m] de filtrado: Columna Mycosep#225 SPEC
4 x 0.5 ml de extracto purificada (125 mg equivalente
de harina). n
Evaporación con nitrógeno. ’

Disolver el residuo en 100 ml de tolueno/acetonitrilo

(95:5)(2mg/ml 4-DMAP). Agregar 50 ul de ácido
heptafluorbutírico (HFBA).
60°C en baño de arena, 20minutos
+ l ml de NaHCO3, 5%.
+ 400ul de tolueno
Inyectar 2 ul .

CG
HP 5890 SerielI
Columna: HP-5, 30m x 0.25 mm di, 0.25
um (espesor de film).

‘Detector de captura de electrones.

Figura V.3Metodología analítica para la cuantificación de tricotecenos y zearalenona.
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La recuperación promedio de DON fue de 80% en las muestras de trigo y afrechillo (2000

ug/kg), 90% en muestras de trigo (300 ug/kg) y almidón (100 ug/kg) y 85% en muestras de

gluten (100 ug/kg).El límite de cuantificación de DON fue de 18 ug/kg.

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

Toxina LOG uglkg

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: Límites de cuantificación

V.3 Resultados y Discusión
En la figura V.4 se muestra el ingreso de materia prima 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

permanecerá hasta su molienda. Durante la descarga de los camiones se toma |a muestra de

trigo sucio.
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1

Sllnvuám mmm. mas“"an su "

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.6Trigo previo a la mollenda.

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

y. fu ‘54'!"_,

Figura V.7Tanques 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 %). AIpasar por la zaranda el movimiento mezcla el trigo y

luego se continúa 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 limpioobtenido 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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Figura V.12: Harina “0000” (izquierda ) y harina “00” (derecha).
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Experimento l:

El “screening” es la fracción que presenta la contaminación por DON más elevada (Tabla

V.1), por esta razón se investigó la presencia de otras micotoxinas, producidas por Fusan'um:

zearalenona, 3-acetii-deoxinivalenol, nivalenoi, neosolaniol, diacetoxiscirpenol, toxina T-2,

toxina HT-2. T-2 tetraol, (cuyos limites de cuantificación se encuentran en |a Tabla V.2) pero

no se detectó ninguna de estas toxinas, por lo tanto no se analizaron en las otras fracciones.

La baja recuperación de zearalenona, no permite asegurar Ia ausencia de esta toxina.

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

en función del tiempo del proceso de molienda.

Moliendarca

r-fl DON

I+tngo limplos. hanna+a|rechillo l

Figura V.13 Cantidad de DONen trigo, harina y afrechiilo en función del tiempo de

molienda

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

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

(experimento l)

Retención de DON
DON En relación con

Rendimiento n media RSD rango mg por Trigo sucio Trigo limpio

(%) m % rr_ig/_kg 1000 Kg TS % %

Trigo sucio 100 5 5.86 20.3 4.2-7.4 5858 100

Trigo limpio 101 24 2.41 17.3 1.7-3.1 2435 41.6 100

"Screenings" 1 7 27.37 16.9 21.4-41.6 274 4.7

Afrechillo 26.05 24 5.85 28.9 1.6-8.3 1523 26.0 62.6

Harina 73.95 24 1.10 31.3 0.5-1.9 817 13.9 33.5

n = número de muestras

El 95.2% de DON presente en el trigo limpiose distribuyó 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 más

conveniente comparar los resultados en relación al trigo sucio.

Es interesante observar que en la harina, sólo se retiene el 13.9 % de la contaminación por

DON con respecto al trigo sucio.

El porcentaje de reducción de DONcomo consecuencia del proceso de limpieza fue de

58.40/0.

El balance de masa de la contaminación por DONen la molienda seca, se expresa como

101m xmasalngu=llama xmasahanna+Lfiwhlllu xmasaafirchlllo+p xLim
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La masa de trigo se expresa como

masa = masaham + masadmhma+ masaIngo + pérdida (2)agua

y los datos de rendimiento obtenidos en el molino permiten plantear

masahamm= masa”, x 0.80 (3)

masanmvhd,”= masamn x 0.1 l (4)

masaamm = mas-amm, x 0.08 (5)

pérdida = masamm,x 0.01 (6)

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

trigo nos permite obtener Ia ecuación

[00mm —([DON 1mm,x 0.8 + [DONLM,“ x 0.1 1+ [DONlmgox 0.01) = reducción (7)

Considerando que Ia 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 contaminación, 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 llevó a cabo una segunda limpieza sobre las que no se tomaron muestras.
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Molienda

...r"

9 “7' "V
1300 1/n/

4000

3000

0 20 40 60 80 ‘DO 120 140

tierrpo(m‘ruos)

[+tn‘golin’pio +tnriradelngo mirecrilioI

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

La recuperación de DON durante el proceso de molienda fue muy consistente luego de un

período de estabilización 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

afrechillo.
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La harina obtenida en la molienda seca fue procesada posteriormente para obtener gluten y

almidón (Figura V.1). Los efluentes de Ia molienda húmeda (Figura V.15) no fueron

analizados.

Figura V.15:Efluentes del proceso de obtención de gluten y almidón
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No se detectó DONen ninguna de las muestras de almidón (Tabla V.4).

Tabla V.4:Resultados obtenidos en el proceso de producción de gluten y almidón

DON

Rendimiento n media RSD rango cantidad
(%) mg/kg % m lk m '

Harina 100 24 1.10 31.3 0.5-1.9 1100
Gluten 13 9 0.35 16.8 0.2-0.4 45.1

Almidón 65 9 ND - - ­
Efluentes 22 NA - - - ­

n = número de muestras

' Basado en 1000 kg de harina
ND = no detectado

NA = no analizado

La concentración media de la contaminación por DONen las muestras de gluten fue de 0.35

mg/kg.

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

"¡asah‘m'm = masak’l'llt’"+ masaalmidón )

masaflllllt'"= masahan’nax l 5

'nasaulmuhin= masahannax

Balance de la contaminación.
xmasahanlra=mrma

(4)

x masa + [DON LM" x masaahnnk,"+ [DON lagua x masaaguagluten glulcn

De las ecuaciones 2,3, y 4 se obtiene:

masa
[D()N]hurma= [DOnghum X 5 + [DONLMH‘MHx + [DONlaguax agua

masahamm

La concentración de DONen el agua de lavado se obtiene por diferencia. Se corrigieron los

datos obtenidos de contaminación del gluten. teniendo en cuenta una recuperación de 85%y

los datos de harina considerando la recuperación de 94%. Este balance permite afirmar que

el lavado con agua durante el proceso, extrae el DONque pasa a los efluentes.
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La retención de DON en el gluten fue de 0.6% en relación al trigo sucio y de 4.1% en relación
a la harina.

Experimento ll:

El efecto de la limpieza es dificil de evaluar por ello se decidió realizar un segundo

experimento, en el que se tomaron seis lotes (Tabla V.5); se tomó una sola muestra por lote

y se analizó por duplicado.

Tabla V.5 Lotes analizado para el experimento Il

Aunque los lotes de trigo sucio, analizados en este segundo experimento. presentaban el

mismo nivel de contaminación que el trigo analizado en el primer experimento, la reducción

en la contaminación de DON durante el proceso de limpieza (9 %, Tabla V.6) fue diferente al

experimento l, cuya reducción con respecto al trigo sucio se estimó en 58.4% (Tabla V.3). La

diversidad de resultados en relación con la reducción de DONdurante la limpieza del trigo

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

DON
Retención de

n media RSD cantidad DON

mg/kg % 91' (°/o)

Trigo sucio 6 5.7 17 5741 100

Trigo limpio 6 5.2 25 5237 91

Harina 6 1.3 20 940 16

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

A pesar de las diferencias mencionadas es interesante destacar que se encontraron valores

similares de retención de DONen harina respecto de la concentración en trigo sucio: 13.9

para el experimento l y 16% para ll.

V.4 Conclusión

Este es el primer estudio que cuantifica la retención de DON en gluten; así como el primero

sobre la distribución de esta toxina, durante la molienda en un molino argentino.

Ya que es inevitable la presencia de DON en el trigo cuando las condiciones climáticas son

adversas, estos resultados aportan una herramienta para establecer los valores de

contaminación 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 contaminación conocida, basada en los datos del proceso de la planta

de molienda donde se llevó a cabo este estudio.

Tabla V.7: Concentración de DONen ppm esperable en cada fracción a partir de
determinada contaminación del trigo sucio:

Muestra [DON] 99m

trigo sucio 1 2 3 5 10

trigo limpio 0.41 0.82 1.23 2.06 4.11

Harina 0.19 0.38 0.56 0.94 1.88

afrechillo 1.00 2.00 2.99 4.99 9.98

glúten 0.06 0.12 0.18 0.30 0.60
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VI. ESTABILIDAD DE DON DURANTE LA FRITURA DE
TAPAS DE EMPANADAS

Vl.1. Introducción

Como se discutió en l.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. Fusan'um graminearum) se aíslan frecuentemente

del grano entero y en los subproductos de aquel.

Se ha mostrado que productos de panadería están frecuentemente

contaminados, por ej. en la tabla VI.1 y Vl.2. se ven ejemplos de los valores de

contaminación por DON obtenidos en distintos productos de consumo masivo

en Argentina.

Tabla VI.1.Contaminación por DONen diferentes productos de panaderia
expresado en base seca (Pacin y

Sobre muestras

b

Muestras promedio Mediana
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Tabla Vl.2. Niveles de DONen cerveza
(Moltó y col.; 20001

Muestras _ _

Fecha contaminadas mon/18"!“ Med'ana
(total) ("9 m) (ng/ml)

1997 8/9 51 16
1998 8/26 7 o
1999 6/14 5 o

Debido a las costumbres culinarias. que varian de país en pais, y

considerando que en la Argentina se consumen cantidades apreciables de

alimentos elaborados con trigo, es importante establecer cuales procesos son

capaces de disminuir la contaminación por DON.

Se han realizado estudios sobre el comportamiento del DON durante la

elaboración de alimentos tales como la panificación (Neira y co|., 1997), y los

trabajos previos mostraron un efecto positivo al aumentar la temperatura de

fermentación en cuanto a la reducción de DON (ver tabla VI.3.):

Tabla VI.3.Reducción de la contaminación (%)de DONpara pan francés y para pan de
Viena a distintas temperaturas y tiempos de fermentación (contaminación lnlclal 150

uglkg, SD=28. (Samar y col. ; 2000)

Tipode pan Temperatura(°C) T'empo(figfiïgïntac'6n (“3331) SD Ramas? DON

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
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En otro estudio, se evaluó la presencia de deoxinivalenol en las distintas etapas

de la fabricación de tapas de empanadas para horno y para freír, 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 contaminación permitirá disminuir el contenido de micotoxinas de

los alimentos más 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 elaboración 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 ningún tipo de atmósfera modificada. Cada envase contiene varias

unidades separadas con films de polietileno. El producto debe conservarse

entre 2 y 8°C siendo su vida útil de 25 días. El consumo promedio diario de

tapas de empanada varia entre 135 y 217 gr considerando solamente a los

consumidores según la encuesta de consumo de alimentos en la población

realizada en Ia Universidad de Luján (Pacín y col., 1998).

La Ingesta Diaria Máxima Tolerable Provisional (IDMTP) según la última

actualización del JECFA (2001) es de 1 pg/kg p.c.ldía, por l'o tanto, para una

persona de 70 kg de peso que consuma 217 gr de tapas de empanadas

diariamente. la contaminación máxima de dichas tapas no debería superar una

concentración de DON de 322,6 pg/kg.
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Figura Vl.1.Box plot de la contaminación de DONen tapas de empanadas
en distintos estadios del procesamiento.

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

La masa homeada no presenta diferencias significativas con respecto a la

masa cruda mientras que la masa frita presentó 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 cocción en

horno, en especial en Io que respecta a la temperatura. esta reducción de Ia

contaminación podría deberse a las condiciones del proceso. Pero como el

número de muestras tanto horneadas como fritas fue reducido, y en algunas

muestras de masa cruda se encontraron valores muy bajos de contaminación,

no es posible con este único experimento cuantificar el efecto sobre la toxina.

A partir de la observación que se podria producir degradación de la toxina en el

proceso de fritura se diseñó una experiencia a escala de laboratorio para

confirmar esta hipótesis.

El 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 contaminación.

VI.2. Materiales y Métodos

Vl.2.a. Materiales y reactivos

Vl.2.a.1. Equipamiento

a

b

c

d

e

9

h

Í)

\—V\—

V

V

V

V

Freidora. — Yelmo cillndrica, capacidad 10 litros.

Estufa de vacío. — LAB-Line DUO VAC OVEN Modelo 3610-1

Desecador. — Scienceware, Bel-ArtProducts. Modelo F42025

Tennocupla calibrada. — CHY 502 tipo K

Espectrofotómetro. — Minolta Modelo CM-508d

Homogeneizador. — Osterizer

Columna de limpieza. —columna Mycosep No 225 (Romer Labs.

lnc.).

Cromatógrafo gaseoso (CG o GC).— Hewlett-Packard Model

5890 Serie lI equipado con un muestreador automático,

controlador HPG1512 A, módulo de inyección HPG1513A,

detector de captura de electrones (ECD o CDE) y para el análisis
de datos un HP3398A GC-ChemStation.

Columna CG.— columna capilar HP-5 (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25

um espesor de película).

Bloque de calentamiento.— baño de arena equilibrado a 62 i 2 °C

Vl.2.a.2. Reactivos

a) Solventes. — grado “cromatografía liquida" metanol, tolueno,

acetato de etilo y acetonitrilo (Merck).

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

c) 4-(N,N-dimetilamino)-p¡rídina (DMAP). — Sigma Chemical Co. St.

Lois, MO.
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d) Anhídn'do Heptafluorobutín'co (HFBA). —S¡gma Chemical Co. St.

Lois, MO.

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

t) Catalizador. — 2 mg/ml de 4-DMAP en tolueno : acetonitrilo

(80:20).

Vl.2.b. Métodos

Vl.2.b.1Elaboración de las Tapas de Empanadas

Se utilizarondos diferentes harinas en Ia preparación de los discos o tapas de

empanadas:

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

2. harina no contaminada: se agregó estándar de DONpara tener una

concentración de toxina de 260 ug/kg.

La masa se preparó utilizando como ingredientes 500 g de harina. 75 g de

grasa bovina comestible y 207 g agua. Los mismos se mezclaron manualmente

y Ia masa se colocó en un recipiente plástico, se dejó reposar durante 15

minutos y a continuación se procedió al amasado para obtener tapas de

empanadas de 10 cm of diámetro, 2 mm de ancho y 30 g de peso de

apariencia suave y de consistencia no pegajosa. 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 desarrollo

de color durante el tiempo de cocción.

La fritura de los discos se realizó 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 excepción del punto inicial y

final de las tapas donde la concentración de toxina se analizó 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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Vl.2.b.2. Determinación de la Humedad de las Tapas

Se determinó la curva de humedad en función del tiempo de cocción a cada

temperatura, utilizando masa no contaminada. De esta manera se pudo

calcular la humedad en los tiempos elegidos de cocción. Conocida la humedad,

se calcularon las cantidades de acetonitrilo y agua necesarios para mantener

una relación 84:16 durante el proceso de extracción.

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.

Vl.2.b.3. Mediciones de Color

Las mediciones se realizaron en ambos lados de las tapas sometidas al

tratamiento descripto en Vl.2.a.3.b.

Los cálculos se hicieron con el iluminante estandar CIEy las funciones de color

se calcularon a partir de los valores X, Y, y Z mediante las siguientes

ecuaciones:

X Yx: y:X+Y+Z X+Y+Z

Luminosídad:

3

L’ah=116x( Y) —16Y"

ur- 4X
' X+15Y+3Z

v,_ 9Y
X+lSY+3Z

u' =l3xL°x(u'-u,',)

v' =l3xL'x(v'-v,',)

Saturación métn'ca:



Croma métn‘co:

Angulo de tono:
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s =l3>([(u'—u,',)2+(v'-v;,)2]!2IlV

a°=5°°x[(ix")"-(YYJ”]

Diferencia de color CIE 1976:

AE; = +(Aa')2+(Ab'HL2

Diferencia de ángulo de tono:

AH; = [Mi +(ALLJt (Ac;h)’]‘í

A: diferencia entre la muestra y el estándar ( “tapa"no cocida)

Indice de Browning:

BR= 10045-99!)
0.172

dondezx= X
X+Y+Z
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Vl.2.b.4. Determinación del Punto Final de Cocción por
Colorimetría

Las tapas de empanadas no son superficies de cromaticidad uniforme, por ello

se determinó por duplicado el color en ambas caras de las tapas de

empanadas fritas a diferentes tiempos de cocción (4 tiempos) para cada

temperatura (3 temperaturas) y en la masa cruda (total= 26 muestras). Se

calculó 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 último la mediana de los

duplicados de cada tiempo y temperatura. Sobre estos valores se calcularon
las funciones de color.

Vl.2.b.5. Análisis de deoxinivalenol (DON)

Vl.2.b.5.a. Extracción y derivatización

La determinación de DONse realizó sobre las muestras que fueron conservadas

a -18°C hasta el momento de ser analizadas.

La extracción de las muestras se realizó según como Io describió Trucksess y

col. (1996) con pequeñas modificaciones. Se pesaron 25 g de los discos de

empanadas y se colocaron en un vaso de licuadora a Ia cual se adicionó a

continuación 100 ml de una mezcla de acetonitrilo : agua (84:16). La cantidad

de agua que se agregó a dicha mezcla se calculó en función del contenido de

humedad de las tapas. Se procedió a la extracción mediante licuado durante 3
minutos.

La limpieza y extracción se realizó para las muestras con contaminación natural

(1200 pg/kg) como se describe a continuación: 8 ml del extracto de cada una

de las muestras se colocó 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 recuperación de DONde las tapas de empanadas se trabajó

con dos niveles de contaminación y un control de masa no contaminada por

triplicado.
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Los resultados obtenidos figuran en la tabla Vl.4.

nivel de contaminación % Recuperación
pg/kg masa cruda masa cocida

50 ND ND

300 88% i 20 74% i 13

Tabla V|.4. Recuperación de DON

Como se puede observar, el método no permite trabajar a niveles bajos de

contaminación (baja sensibilidad, altos limites de detección y cuantificación).

Debido a que la presencia de aceite disminuye la recuperación en la masa

cocida, se realizaron diversas pruebas para mejorar la recuperación. Se probó

realizar una extracción con hexano del extracto de acetonitrilo : agua; una

extracción con hexano previo al agregado de acetonitrilo : agua; y se probaron

diferentes columnas de limpieza. Se observó que las mejores recuperaciones

para bajas contaminaciones se consiguen con una columna de inmunoafinidad,

y esta metodología se aplicó sólo a las tapas contaminadas por agregado de

toxina con niveles equivalentes a 260 ug/kg. Las columnas de inmunoafinidad

no se pudieron aplicar a contaminaciones mayores (1200 ug/kg) debido a que

era superada la capacidad de retención de la columna a esos niveles de
contaminación. ‘

Por ello la extracción (para las tapas que presentaban baja contaminación

inicial de la harina utilizada como materia prima en su fabricación) entonces se

realizó 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 adicionó a continuación 100 ml de agua con 5 g de PEG.

Se procedió a la extracción 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 ml 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 eluír
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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 metodologías se llevan a sequedad con

vacío en un baño 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 Vl.2 se muestra un diagrama de flujo de la metodología

utilizada.

. unestra (25g)+ 100mlCH3CNzH2084:]6E‘tmcc'ón Blender3 minutos.

[DON]=260 ¡gkg : Columna de imanoaflnídad

Disolver el residuo en 100 ml de tolueno/acetonitrilo

—>(95:5)(2mg/ml 4-DMAI’).Agregar 50 ul de ácido
Derivatización heptalluorbutírico(HFBA).60°Cenbañodearena,

20minutos, + l ml de NaHC03, 5%, + 400m de
tolueno. Inyectar 2 pl .

Detección—* CG
, . HP 5890 Seriell

cuantificaflón Columna:HP-S,30mx0.25mmdi, 0.25
um (espesor de film).
Detector de captura de electrones.

Figura Vl.2.Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para el análisis
de DONpor Cromatografía Gaseosa

La separación cromatográfica fue realizada de acuerdo a lo descripto en el

punto IV.2.d.3. (LOD= 9 ug/kg, LOQ= 12 ug/kg). La cuantificación de las

muestras se realizó mediante el método de estándar externo, con curvas de

calibración construidas en rango de 40 a 100 pg de DON inyectados.
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VI.3.Resultados y discusión

Se midió la variación de la temperatura del aceite durante la cocción de las

tapas de empanadas con la termocupla calibrada, que en el rango de trabajo

tiene una precisión de i 0.1°C. Esta medida se realizó a las tres

temperaturas elegidas, para la cocción de 14 muestras de tapas de

empanadas a cada temperatura de trabajo (total 42 muestras), durante e|

tiempo de cocción establecido para cada una. Eltiempo inicialcorresponde a

la introducción de la muestra en el aceite. En la figura VI.3 se observan las

variaciones obtenidas para cada temperatura.

Figura VI.3.:Temperaturadel aceite durante la fritura

¡ I1 ' I l._ .' :l'l::-uo

.¡.¡.¡.¡.TT¡7r—¡ñTy7Tr1501001502002503003504004me
W(W)

Las curvas de humedad obtenidos se presentan en la figura VI.4.
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y=-0.0043x+3.1177
R" =0.98

N05

Inhumedad

0 100 200 300 400

tiempo (segundos)

205°C y = -0.0145x + 3.1692
F8 = 0.99

lnhumedad

0 50 100 150 200

tiempo (eegundoe)

mee y =-0.0272x+3.1414
R2 = 0.99

lnhumedad

0 20 40 60 80

tiempo (segundos)

Figura VI.4.: Variación de la humedad en función del tiempo de cocción
para tapas de empanadas a distintas temperaturas de cocción.

Se estudió la cinética de pardeamiento midiendo la evolución del color de la

fritura para establecer el tiempo final de cocción a cada temperatura de

acuerdo al desarrollo de color. En la figura VI.5 se observan tapas de

empanadas con distinto grado de cocción.
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6 7 a 9' 1o

Figura VI.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

(DWNICDU'I-thA
. masa cocida contaminada, 9 minutos a 169°C

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

VI.3.a. Efecto del Tiempo de Tratamiento Sobre el

Desarrollo del Color a las Tres Temperaturas de
Cocción: Cinética de la Reacción de Pardeamiento.

Se midió el color de acuerdo a lo descripto en el punto VI.2.b.3 y las funciones

de color calculadas fueron graficadas en función del tiempo de cocción a las

tres temperaturas estipuladas en el diseño 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

cocción.

En la figura Vl.7 se graficó la saturación métrica sw en función del tiempo a las

tres temperaturas de trabajo utilizando como valores de referencia ua y volos

valores de masa cruda. La swes una función de color adecuada para describir

los cambios de color durante el pardeamiento no enzimático en soluciones

acuosas (Petriela y col ,1985).

=13 +<v'—v0)zl“

donde

u, _ 4X
X +15Y+3Z

v, _ 9Y
X +15Y + 32

0.7“ I ­

0.6- 243°C
SUV ' I

_ I I
0‘5. I ' 205°C
0.4- 169°C

0.3­

0.2- ' "
' I

0.1­
- I

0.0- III '

Í ' Í ' I ' l r Í ' l
o 2 4 6 e 1o

tiempo (minutos)
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Figura VI.7: Efecto del tiempo de tratamiento sobre el desarrollo de

color expresado como sw a las tres temperaturas de cocción

La curva obtenida del gráfico sWen función del tiempo parece indicar que hay

contribuciones de diferentes ordenes de reacción lo que resultaría en un orden

fraccionario. La ecuación de Boltzman y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-xO)/dx))

ajusta adecuadamente los puntos experimentales obtenidos a las tres

temperaturas, según se muestra en la tabla VI.5.

Sigmoidal(Boltzman) fit to Data243

Chisqr 0.00182

lnit(A1) -3.8163 31.7

FinaI(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

lnit(A1) -4.5845

FinaI(A2) 0.93126

XatY50(x0) —2.7445

Width(dx) 1.7157

XatY20 -5.12291

XatY80 -0.36609
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Sigmoidal(BoItzman) fit to Data169

Chisqr 7.06777E-4

lnit(A1) 0.017087 0.0235

FinaI(A2) 0.50759 0.0402

XatY50(x0) 5.2678 0.446

Width(dx) 0.77961 1.09

XatY20 4.18699

XatY80 6.34852

Tabla Vl.5.Ajuste de la ecuación de Boltzman

Se decidió utilizar esta función para el cálculo de la Energía de activación pero

se prefirió, tal como se observa en la figura VI.8, el AE para el cálcqu del

tiempo final de cocción debido a Ia linealidad de esta función respecto a la

temperatura, ya que la variación de color durante la fritura de las tapas de

empanadas se encuentra sobre la misma curva de desplazamiento cromático,

tal como se ve en la figura Vl.9
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169 .c y = 0.027x + 10.417
R“ = 0.991

A

I.IJ

30
'U

0 200 400 600 800 1000

tierrpo (segundos)

205.C y=0.17x+11.59
R‘z= 0.98

40.00

u 30.00

g 20.00
10.00

0.00
0 50 100 150 200

tierrvo (segundos)

243 °C y = 0.291x + 17.402
Rrz= 0.999

40.00

30.00
I.IJ

¡g 20.00
'U

10.00

0.00
0.00 20.00 40.00 60.00 80.00

¡istmo (segundos)

Figura VI.8: Variación de la energia de activación a las distintas
temperaturas
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—0-169°C+205°C +243°C

FiguraVl.9. Curva del desplazamiento cromático durante la fritura

de las tapas de empanadas.

Se definió el color del punto final de la cocción como el correspondiente a un

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

Se determinó la pendiente del gráfico en la zona de crecimiento rápido : (figura

Vl 10)

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

temperatura

—31116x +

R2 = 0.9959
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La Energía de activación obtenida (Ea= 61.8 kcaI/mol)es mayor que la

esperada para reacciones de pardeamiento no enzimático (30 —40 kcal/mol).

V.3.b.Efecto del Tiempo de Tratamiento Sobre Ia
Reducción de DONDurante Ia Fritura

Se presentan los datos de reducción de DONpor el proceso de fritura

conjuntamente con el desarrollo del color y la pérdida de humedad (figura

Vl.1 1)
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Figura VI.11. Efecto de la temperatura de cocción sobre las variables
medidas

La reacción de reducción de DON no presenta una cinética sencilla. Al

progresar la reacción, la velocidad desciende más rápidamente de lo que se

podría esperar. Este descenso puede significar que algún producto intermedio

de esta reacción o de la reacción de pardeamiento provocó algún tipo de

inhibición. Este efecto es más pronunciado a concentraciones más elevadas.

En nuestro caso no podemos determinar el orden de reacción, ya que

deberíamos utilizar el método diferencial aplicado a datos correspondientes a

diferentes concentraciones iniciales. Sin embargo, se cuenta con sólo dos

concentraciones, una de contaminación 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 disminución de Ia contaminación.

Comparando los valores encontrados en los tratamientos a 169°C y a 205°C

entre sí. se concluye que los promedios son significativamente diferentes, tal

como se observa en la figura VI.12, donde se representan los valores de

contaminación determinados a tiempo inicial y final para las distintas

temperaturas.



165

I Í I I

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

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

tiempo final a las tres temperaturas (concentración inicial = 1226 pglkg)

El porcentaje de reducción 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.

Vl.4.Conclusión

Durante la fritura de masa de empanadas se observó una reducción de la

contaminación por DONque parece ser dependiente de la concentración inicial

de la toxina; esta hipótesis no pudo ser confirmada debido a que un ensayo fue

realizado sobre muestras contaminadas naturalmente y el otro sobre harina

libre de contaminación, a la que se le agregó 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

disminución mayor en la contaminación de DON.

El conocimiento de la reducción de la contaminación por DON en este

proceso, en conjunto con el conocimiento de la contaminación de la harina y el

consumo de empanadas por la población, permitirá estimar la contribución que

este consumo tiene en la ingesta tolerable diaria de esta micotoxinay aportar

datos para la evaluación de la exposición de la población a la ingesta de DON.
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Vll. CONCLUSIONES

© Las tendencias identificadas en los métodos analíticos para la determinación de

tricotecenos muestran que la cromatografía gaseosa con detector de captura de

electrones o la cromatografía en capa delgada para DON son las mas
adecuadas.

Con respecto a los tricotecenos tipo A, el método de cuantificación obligado es

la cromatografía gaseosa con detector de captura de electrones o con detector
de masa.

Estas metodologías son imprescindibles para los niveles que se consideran

necesarios para Ia estimación de la exposición (límite de cuantificación no

mayor que 50 ug/kg para deoxinivalenol y menor que 10 ug/kg para

tricotecenos tipo A).

Otras tendencias detectadas para la cuantificación 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 relación 84 : 16. como sistema

de solventes mas adecuado para la extracción.

El método analítico aplicado, que presentó bajos valores de Horrat, permitió

determinar la dependencia del error analítico con la concentración del DON.

A través de los estudios de variabilidad, se determinaron por primera vez en el

ámbito mundial las funciones de distribución que representan la contaminación

por DON del afrechillo, harina de trigo y gluten.
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Los resultados adquieren gran relevancia para el trigo, ya que la función de

distribución encontrada representa los datos de contaminación por DON en el

trigo argentino.

Otro aspecto relevante, es que estos resultados facilitan la discusión de

estrategias para reducir la variabilidad asociada a Ia determinación de DONen

trigo, afrechillo, harina de trigo y gluten y posibilitan el desarrollo de adecuados

planes de muestreo.

Este es el primer estudio que cuantifica Ia retención de DON en gluten,

demostrando que el DON no es detectado en el almidón. El DON se distribuye

durante la molienda seca entre las diversas fracciones, en tanto en la molienda

húmeda se observa una reducción, que se supone es Ia consecuencia de la

extracción de la toxina por las aguas de lavado. Por esta razón partidas de trigo

muy contaminadas podrían ser derivadas para la obtención de gluten y almidón.

Durante la fritura de masa de empanadas se observó una reducción de la

contaminación por DON y los resultados obtenidos permiten concluir que es

conveniente trabajar a Ia menor temperatura de las ensayadas para obtenerse

una mayor degradación de DON.

El conocimiento de la reducción de Ia contaminación por DONen este proceso.

en conjunto con el conocimiento de la contaminación de la harina y el consumo

de empanadas por la población permitirá estimar la contribución que este

consumo tiene en la ingesta tolerable diaria de esta micotoxinay colaborar en la

evaluación de la exposición de la población a la misma.

Azafata :5
María Margarita-Sauna: Silvia Liliana Resnik
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lx. ANEXO

TABLAS DE DATOS MOLINO

Trigo Limpio

tiempo Concentración de deoxinivalenol lk
(minutos) 2 3 4 5 6 media DS CV% |

1813 2089 2031 2189 2122 1687 1988 196 9,8
10 2077 2027 2049 2077 2146 2120 2083 44 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 34,4
35 1697 2374 2195 759 2066 1773 1810 575 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 1521 2036 1883 906 1710 1494 1592 395 24,8
55 1382 2153 1821 1017 1176 1764 1552 433 27,9
60 1457 887 1532 1126 1515 1674 1365 297 21,7
65 1938 2134 1552 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 2988 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 201 1 2342 2483 2467 414 16,8
110 2124 2936 2671 2175 2789 2011 2451 394 16,1
115 2287 2784 2969 1902 2346 1620 2318 510 22,0
120 1729 3152 3059 1968 2081 1624 2269 669 29,5

Gluten

tiempo Concentración de deoxinivalenol (pg/kgl I
minutos) 1 2 3 4 5 e media DS CV%J

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
minutos)

Concentración de deoxinivalenol (pg/kg)
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
15 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 5,8
30 5270 4381 4296 4881 4254 4839 4653 407 8,7
35 4948 4903 3922 3784 4752 3613 4320 611 14,1
40 4987 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 5604 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 5651 5579 5535 582 10,5
85 5790 6397 5654 4933 6356 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 5918 5335 3664 5707 3594 4609 1162 25,2
105 4471 5174 4628 3617 5016 4134 4507 575 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 Concentración de deoxinivalenol lk
(minutos) 1 2 3 4 5 6 media DS CV%

5 458 815 615 501 551 464 567 135 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 951 191 20,7
35 791 803 658 764 1091 910 836 148 17,8
40 929 716 742 916 1089 1309 950 223 23,4
45 1152 1088 807 1073 1268 1324 1118 182 16,3
50 1087 912 829 1210 1173 1250 1077 171 15,8
55 941 660 616 621 945 1082 81 1 203 25,0
60 805 676 771 721 913 926 802 101 12,6
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 1014 149 13,9
85 1190 1049 927 1008 1322 1368 1144 178 15,6
90 1158 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 5,8
105 747 881 1150 1153 1479 1423 1139 289 25,4
110 1536 1456 1773 1557 1968 1628 1653 188 11,4
115 1923 1431 1389 1520 1461 1393 1520 204 13,4
120 1992 1664 1646 1902 1577 1603 1731 173 10,0

VARlABILIDAD ANALITICA

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

áreas 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
áreas 2823 2861 2909 2741 3040 2684 2824 3035 2953 2874 122
alturas 2617 2660 2789 2722 2843 2680 2833 2811 2750 2745 81
áreas 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
áreas 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
áreas 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
mmb-thNN-¡A

Nihoitnmkuü-h
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HUMEDAD DE TAPAS DE EMPANADAS

peso (9)

peso 72
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TIEMPOS DE COCCION DE LAS TAPAS DE EMPANADAS

MEDICIÓN DE COLOR DE TAPAé DE EMPANADAS

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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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

=73

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

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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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

=76

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

=77

medla 42,04 43,00 24,28 36,44 37,58 23,50
mediana 42,86 43,97 24,20 36,90 37,79 21,86
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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

=79

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

=80

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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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

media 33,92 34,40 20,07 33,44 34,16 20,24
mediana 33,92 34,12 18,87 33,22 33,69 19,70

=83

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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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

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

=87

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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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

=90

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

media 21,86 20,20 8,87 23,82 22,75 9,83
medlana 23,01 21,91 9,30 23,74 22,55 9,32
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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

=93

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

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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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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Effect of fermentation on naturally occurring deoxynivale­
nol (DON) in Argentinean bread processing technology

M. M. Samarü, M. S. Neiraifi, S. L. Resnikü”
and A. Pacinfi"
+Departalnento de Química Orgánica: IDepartame/tto de Indus­
trias. Facultad de Ciencias E.\‘tl('l(l.\‘y t\"aturale.\'. L'BA. Argentina:
¡SCentro de Invenia/cion en Micotoxíttax. Universidad .'\'acional de
Luján. Luján. Argentina: " Comision de Inrextieacioncx Cientificas
de la Provincia de Buenox Aires f('K't. Argentina

(Receivcd l3 December 2000: rcvised l6 March 200]:
accepted 20 March 200])

The stabilíty of natura/[r occurríng DON lt‘lISeva/u­
ated during t/tefermentatíon stage of the bread-nutking
process on a pilot scale. TH'Odifferent products. Frenc/t
bread and Vienna bread. were prepared H'Íl/Inatura/[r
contamimtted ir/teat flour (150mgkg j under con­
trolled experimental conditions. Doug/t irasfermented
at 30, 40 and 50' C according to standard procedures
employed ¡n Argentinean ÍOI|‘-I(’('ÍH1()Í()g_l‘bakeries.
When the doug/t ¡rasjermented at 50 C, t/te maximum
reduction tras 56% for t/te Vienna bread, u'ít/t French
bread being reduced by 41”". DON reduction during
bread-making occurs not only in the bakery due to
t/termal decomposítion, but also during t/te ferment­
atíon ste/J. The Argentinean traditional bread-making
process mig/tt reduce DON leve/s during t/tejerment­
atíon stages [f the douglt is learened at Iemperatures
> 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 corrcspondcncc should be addresscd al: Departamento
dc Industrias. FCEyN. Ciudad Universitaria. ¡428 Buenos Aires.
Argentina. c-mail: srcsnikm C\'tci.com.ar

countries. According to the Food and Agriculture
Organization (FAO 1991). the Argentineans ingest
343.8g/person/day of wheat products. Likewise.
Gallo et al. (|992) 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 et al. 1989. Beasley and
Lambert [990. Pacin 1992. Prelusky et al. 1994. Nijs
et al. 1997)and most recently in the aetiology of lg-A
nephropathy (Greene el al. 1994).Natural occurrence
of DON in wheat and in wheat products has been
reported world-wide (Quiroga et al. 1995. Resnik et al.
1995. Trucksess et al. l995. l996. Pacin et al. 1997.
Scott 1997. Yoshizawa and Jin 1998. Pascale et 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
l998), so considerable work has been undertaken on
reduction processes. either intentional treatments or
normal food processing.

Bakery processing has been reported to reduce DON
contamination by some (Abbas et al. 1985. Seitz et al.
¡986. Boyacioglu et al. l993). while others suggested
that DON is highly stable in this process (El-Banna
et al. [983. Scott et al. 1983, ¡984) (table l).
Moreover. DON appeared to be very stable at
¡00°C at the pH of the bread (Wolf and Bullerman
I998).

Neira et al. (¡997) observed DON reduction after
the fermentation step and also after the baking step
in difl'erent 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 of fermentation
conditions.

I'hutl ,Atdditirexund ('untumimmt.\ ISSN 0265 203X print ISSN lalo-l 5l22 online l' 300I Taylor & Francis le
http: \\\\‘\\'.lan Ïco.uk journals

DOl: l0.l080 026520301I005I234
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Tab/e l. Rtf/Z'I'encas'(m I/ie ¿{[fi'clQ/"Imkt'ry processing (m DON contamination.

% DON
DON level Fermentation conditions. remaining after baking

Reference (ug kg") Baking formula temperatures time (flour = ¡00%)

EI-Banna ('I al. (¡983) 2000 (spiked)
3300 (natural)

Scott ('I al. (I983) 4l00

Scotl ('I al. (l984) ¡000-6800

Abbas ('I al. (l985)

SeitZ ('I al. (1986)

300 500 9 l00

220-3200

Boyacioglu ('I al. (1993) 2900

Neira ('l ul. (l997) 1370

50g flour"0.7% yeast
0.5% salt

lOOg flour 3% yeast
4% sugar 2% salt
additives (20 ppm
potassium bromate

AACC approved method ¡983

lOOg flour’3.5e5.3% yeast,
6% sugar' I .5% salt
3% shortening 0.25 barley mall
50 ppm ascorbic acid

25.0g flour'3% yeast
5% sugar 2% salt
without additives =
polassium bromate

traditional bakery recipes

room temperature.
75 min

room temperature.
min

30 C
90-120 min

ll5

102

107

36«84

53-64 (220 ppb)
70-95 (350 ppb)
66-80 (880 ppb)
74790 (880 ppb)
98-113 (2030 ppb)

|25 (3200 ppb)

30‘C. 93
3 h

554 lO
l I0.5

25 C. 78.4 (fermented dough)
5»-lI h 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,
heptafiuorobutyric 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 10lOcellsg l) and stored at
4"C

Forty samples of five difi'erent brands of l kg wheat
flour units ofsuitable baking strength were purchased
at various supermarkets of Lujan City during May
1997. Natural DON contamination was found in

35% (¡4/40) of the wheat fiour samples analysed with
a mean for the positive samples of94 ug kg ' (range of
positives 50-175 ug kg '). No T-2 toxin, HT-2 toxin.
diacetoxyscirpenol. neosolaniol. nivalenol. 3-acetyl­
DON, lS-acetyl-DON. T-Z-triol. T-2-tetraol or zear­
alenone were found in any of the flour samples.
Wheat flour contaminated with ISOug kg ' of DON
was used to prepare the dough.

Doug/1 ¡H'epat'ation

Dough was made with the following ingredients.
French bread: flour (14% moisture basis‘ 100 parts).
water (400€, 54 parts). malt flour (0.20 parts). salt
(2.00 parts) and yeast (0. l6 parts). Vienna bread: flour
(¡4% moisture basis, lOO parts), water (40’C. 30
parts). fat (5 parts), salt (¡.00 parts), sugar (lO 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 l() rpm in the case of French bread and for
lZmin at 42 rpm in the case of Vienna bread. After
mechanically mixing. dough had a non-sticky.
smooth and satiny appearance and optimum handling
properties. The dough was then punched down and
the ends and sides of the dough were folded live times
in the case of French bread and IS times for Vienna
bread. Final dough temperature was N 24 26 C.

The fermentation step was carried out in a forced
convection oven. After an initial fermentation ( lOmin
at room temperature covered with a wet sheet). the
dottgh bulk was divided and sealed. Each loaf (mean
40 g) represented 25 g llour. Loaves were fermented at
30. 40 or 50 C and 80% relative humidity. Samples
were stored at —l8 C until DON quantilication.

The temperature in the geometrical centre of the loaf
dttring fermentation was monitored with a calibratcd
thermocouple (Termoquar. Argentina) and recorded
at various times.

The doubling time of the loaf of both types of breads
was determined in triplicate for each temperature.
Loaves were placed in a volumctric llask. which was
set in the fermentation Ovenpreviously adjusted at the
work temperature. Volumes were recorded at dilTer­
ent intervals of time until three successive volume
measttrements showed no variation.

Moisturc content (mc) of all samples was determined
in triplicate. as described (Pacin ('I ul. l997). Of each
loaf. 2g were heatcd in a vacutun oven at 60 C until
two successive weight loss measurements. performed
every 2 h. showed <0.()5% mc dill'crence.

Extraction and clean up of the samples was per­
formed as described by Neira ('I ul. (1997) with slight
modilications. Samples. defatted with n-hexane. were
extracted with acctonitrilezwater (8416) (mixture ad­
justed taking into account the water content of each
sample) and blended for 3min at high speed with an
Osterizer blender. About xml of the extract. prc­
viously liltcred through Whatman No. 4 paper. was
placed in an 8 ><15mm culture tube and three por­
tions of ().5ml were successiver passed through a
Mycosep 225 column (Romer Labs.. lnc.. MO. USA).
each transferred to a dill‘erent tube. evaporated to
dryness in a 60 C water bath under vacuum and
stored at 718 C. Each tube contained nearly ¡30 mg
llour-equivalent.

The dricd extract residucs were derivatized with
HFBA as described by Crotcau ('I ul. (1994) in the

presence of T-3 toxin as internal standard. Briefly. the
catalyst solution of DMAP was added to the dricd
extract. vortexcd and 50tt| Hl-‘BA was added. The
tube was placed in a heating block at 60 '65 C for
20 min. Exccss of derivatizing agent was destroyed
with l ml aqtteous sodittm bicarbonate solution (5%
in distilled water) and 400 ul tolttene was added. After
centrifuging. the upper organic layer (480M) was
transferred to a vial and stored at —¡8 C.

Gas chromatography with electron-capture detection
(GC-ECD) was performed within 3 days of derivati­
zation on a Hewlett-Packard Model 5890 Series ll
equipped with a split splitlcss injector operating in the
splitlcss mode. and a HP Model 3396 integrator. GC
separation was achieved with a HP-5 capillary col­
umn (30m x 0.25mm i.d. x 0.25um thickness of
film). The temperature program consisted of Imin
at 80 C. then an increase of 80 Al60C at 30 Cmin '.
followed by l6()—|83 C at l Cmin ' and then ¡83
280 C at ll Cmin ' (with a S-min hold). Nitrogen
llow was l mI min '. The temperatures of the injector
and the detector were 250 and 300 C. respectively.
The injection volume was l ul. The detection limit was
7ug kg ' on the basis of three times the average
signal-to-noise ratio of the baseline. Each sample
rcplicate was analysed three times. Average recoveries
of DON from llour and non-fermenth dottgh
samples spikcd with 300ug kg ' were 92% (SD 2.5.
n = 3) and 88% (SD 5.0. n = 3). respectively.

Concentration of DON in each loaf was converted to
an equivalent llour weight basis and the values were
not eorreeted for recoveries.

Microcal Origin statistical software (Microcal
Software. Northampton. MA. USA) was ttsed to
verify significant differences between treatments by
one-way analysis of variance (ANOVA) and to per­
form non-linear litting.

Results and discussion

ln traditional Argentinean bakeries. fermentation is
performed at temperatures in the range 30 '50 C for
variable times. The doubling of the loaf volttmc
indicates the end of the fermentation step. The time
required to fit this objective at the dilTerent tempera­
tttres was obtained by fermenting the Ioaves at 30. 40
or 50 C and by plotting volume increase versus time
(figure I). As ¡t can be seen from the sigmoidal curves
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obtained, there is a short lag period followed by a
rapid increase in volume before reaching a plateau
that ís almost the same at the three temperatures and
represents a triple increase in volume approximately.
The Boltzman equation (l)

AI - A2
= l + ¿,(.\‘—.\'.,)/(L\'+ A2

where .\' is time and Al, A2, xo and dx are four
constants, fits adequately the points obtained for
volume increase with the French bread dough
(X2 = 0.009. 0.006 and 0.005 in the 30. 40 and 50°C
curve respectively).

3'5 ' Wanna bread
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Figure I. Increase of volume during jermemalion. Elle/1
poinl ¡x I/Ie mean (¿I'lriplícale analysis (SD < 0.02).

Another experimental equation. the SRichardsZ
Model (2)

,r = «[(l + (d — 1)o-k(x—.\-<-)]I/(I-dl} (2)(19€ l

where .\' is the time and a, (I, k and .\'Care constants,
was used in the case of the Vienna bread dough
(x2 = 0.004 in the three cases). The times selected to
stop fermentation (approximate doubling of the loaf
volume) were 60 min at 30°C. 45 min 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 60min (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 (4l% reduction) the difference was significant
(p =0.05). ln 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
(p = 0.0|). Although there is a higher level of yeast in
Vienna dough compared with French bread. more
work is needed to analyse if there is a relationship
between initial yeast content and reduction.

Other authors studied the efi'ectof 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
l. Abbas el al. (1985), Neira e! al. (l997) and Seitz
el al. (l986) detected a lower DON concentration in
bread samples than in the wheat fiours used to
prepare them. The present results are in agreement
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Table 3. ('u/cululctl ÍIl('I'('(I.\'l'of rultmu' ¡Ii I/lt' .re/ct"It'tlji'rnu'nIulinn IÍHIt' (¡ml D().\' ('(IIIIUINÍIIUIÍUIIum/ reduction ¡"m I.
l 'u/mm' increase calm/(¡Iime were nuit/e using I/lt' lio/mmm ¿'t/tmlínnjbr French bread (¡mlI/u' ('quulinn (¿fl/Ia .S'Rít'liurth.’
.l/Im/e/jbr I/It' l'ivnnu bread. ('nulrnl bread (no_/i'rnu'nlulion/ llull [50ml kg ' rsn = 2x].

Temperature l-"ermentation time Increase ol' yolume" DO.\I DON reduction
Type ol' bread t C) (min) tt}, I',) tng kg I) SD 1"")

French bread 30 30 [.06 Ho l7 t)
OO ¡.74 ¡54 5 t)

40 23 I.l ¡27 28 H
45 If): 8‘) IS 40

St) 30 I .07 too I‘) 2‘)
40 LSS 8‘) 5 -ll

Vienna bread 30 45 ¡.36 ¡53 I-l t)
90 I.‘)‘) l l2 3 25

40 35 l .49 lll) 2 20
70 3. H 96 (w 36

St) 30 I .49 76 I 2 4‘)
(¡0 2. I4 (¡(t 37 56

" l]. linal \o|ume: I]. initial mlume.

with their findings and dichr from other studies that
reported a high rctcntion of DON in bread. probably
due to dill'crcnces in the technology of the bakery
process. lt is important to point out that several
factors could all'ect the l'atc of a mycotoxin during
l'ood processing inclttding the food matrix. pH. moist­
ure content. process temperature. natural or spikc
contamination. and concentration ol‘ the toxin
(Scott I998). Bread baking quality dccreased notice­
ably in heayily contaminatcd llours and greater re­
duction was obtained when DON levels ¡n llour were

50­

40­

sao­
E
g

32°­
l

.04

" ¿o ' .1, ¿o ¿o ' .¿o

turno(minutos)

Figure 2. 7ï'mpt'rulurt' pro/¡lex ¡u I/u' ('(‘Illlï' of I-i'cm-Ii
bread (lung/i placed in (Il/¿’I'Illt’lllull'UIlUt'l'll (II 3!) r. ¡_ 4()
(A) (Im/50(' IO).

lower (Seitz ('I ul. |986). Scott ('I ul. (¡984) incorpo­
rated additiyes. particularly potassittm bromale. and
reported a slight increase in DON leyels in bread.
This result is in agreement with the obseryation ol'
Boyacioglu ('l ul. (¡993) on the ell'ect ol‘ additiyes.
These authors obtained a 7% reduction in control
bread made l'rom whole whcat llottr and l'ermentcd at
room temperature l‘or 3h (a result not in disagt‘ec­
ment with the present data at 30 C) and obscryed
changes l'rom redttction ol‘ 45% with sodittm bisul­
phitc to a |()% increase with potassittm bromatc.
Others (Young l986. Young ('l ul. |986) showed that
DON complexes reversiny with bisulphitc. ln only
one case was the l'ermentation step evaluated (El­
Banna ('I ul. l983). They studied the process ol'
making Egyptian bread and observed no reduction
in the l'crmented dottgh or ¡n the bread. This is also
similar with the present results when the l'ermcntation
oyen was set at 30 C. Young ('I ul. “984) obseryed an
increase ¡n DON leyels in yeast doughnuts. They
sttggested that perhaps the wheat used was also
contamimttcd with a DON precursor. which
was com'erted to DON by the actiye yeast. This
fact is another point to be considered and might
explain somewhat the di\'ersity ol' results l‘ound in
the literature.

ln agreement with preyious obscrrations on DON
reduction in Argentinean bakery products (Neira ('Iul.
¡997). the results presented here indicate that DON
reduction dttring bread-making might be due not only
to thermal decomposition ol' the toxin. but also to
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some process during yeast fermentation. lt has been
reported that the fermentation process contributes to
the reduction of contamination by other mycotoxins
(Westby el al. 1997).

ln 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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The presence of triehotheeenes l(leoxyniva/enol. 3­
aeety/ (leo.\'_\'nivalenol,l5-aeetyl deoxyniralenol, niva­
lenol, neosolanio/ and diaeetoxyseirpenol) u'as studied
in 50 samples of Argentinean beer (nine difieren!
brands). Gas ehromarography with e/eetron capture
detector was used for identification and attantifieation
of these mycotoxins. The only mycotoxin detected tras
deo.\'_1'nivalenol(DON). It was present in 44% of the
satnples, 18% were contaminated u'ith more than 20 ng/
ml. Toxin levels ranger/from 4 to 22] ng/ml in positive
samples. This is thefirst 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, hat it
has to he taken into aeeonnt in ealettlalions of total
DON exposure in the population.

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

Introduction

Trichothecenes were found in Argentinean cereals.
especially in wheat (Quiroga et al. 1995, Gonzalez et
al. 1997, Pacin et al. 1997). There is no published

'To whom correspondencc should bc addresscd at: Departamento dc
Industrias. FCEyN. Ciudad Universitaria. (|428) Buenos Aires.
Argentina: c-mail srcsnikíu cvlci.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 l983 (Tanaka et al. 1988). The most
important trichothecene in Argentinean grains. in
terms of incidence, is deoxynivalenol (DON) which
has also been found in finished foods (Neira et al.
1997, Pacin et al. 1997).

The natural occurrence of DON in barley has been
reported in several countries (Tanaka et al. [988,
Scott 1990, Perkowski et al. 1997). Certain mycotox­
ins, including DON, were found in beers of different
parts of the world (Niessen et al. 1993. Scott et al.
1993, Scott l996, Scott and Lawrence 1997, Shim et al.
1997, Torres et al. [998). Beer contamination could
originate from barley and/or other brewing adjuncts
such as corn or wheat: moreover it can increase if
Fusarium species grow during the germination of the
barley in the malting process (Beattie et al. l998).
DON constitutes a problem for the brewing industry.
not only due to its toxicity (Ueno ¡983, Pacin l992.
Kuiper-Goodman 1994) but also because it interferes
in the productive process (Scott 1996. Beattie et al.
l998).

Beer consumption in Argentina has been increasing
since l990 (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 difierent
brands were bought at random in different super­
markets from Buenos Aires City during l997 and

¡"nod Additires und ('untuntínmns ISSN 0265 ZOJX print ISSN 1464 5I22 online t' 2000 Taylor 8: Francis Ltd
hup: \\'\\'\\'.landf.co.uk journals
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l998. Sub-samples of 5 ml of dcgassed beer were used
for the analysis.

SIam/ards and raagwns

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

E.\'II‘a('!ÍOI1and clean up

The method of analysis of Scott ('I al. (l993) was
followed with slight modifications. Briefly. the de­
gassed sample went through a silica gel column
(3ml ><500 mg. JT Baker). lt was eluted with
4 x 20ml ethyl acetate: methanol (95:5). The extract
was taken to dryness in a rotary cvaporator (tem­
perature below 50'C). The residue was transferred to
a 4ml vial by rinsing with 3x] ml of methylene chlor­
ide: methanol (3:1). Once again it was taken to
dryness and the residue was dissolved in 50u| of
methanol +500 ul of water and cleaned up on an
RP-lS column (3 ml x 500 mg. JT Baker). The column
was washed twice with 50 ul ol' methanol + 500 ul of
water and the toxins were eluted with methanol: water
(80:20) (l ><6ml). The eluate was evaporath to dry­
ness in a rotary evaporator (temperature below 50 C)
(5 ml beer equivalent).

Derirali:a!í0n

The fourth part of the dry remainder was dissolved in
l00 ul of a solution of ng of 4-N. J\"-diinethy'lan1i­
nopyridine ml toluene—acetonitrile 95:5. Then. l5ul
of heptafluorobutyric anhydride were added. The
mixture. after vortex-mix for l min. was kept in a
sand bath at 60 C for 30 minutes. mixed well (vortex­
mixed for l min) with l ml of aqueous sodium bicar­
bonatc solution (3%) and centrifuged at 350g for
l min to separate the layers. An aliquot of the upper
organic phase was evaporated to dryness and dis­
solved in 500ul of hexane containing 2-amino-5­
chlorobenzophenone (ACBP. 2.5 ug ml) (internal
standard).

Gas C/iron"(logra/2h)'

Gas chrormuography (GC) was performed on a
Hewlett-Packard Model 5890 Series ll instrument
equipped with a split splitless ¡njector operating in
the splitless mode. a (“Ni electron capture detector
and a HP Model 3396 integrator. GC separation was
achieved with a HP-S capillary column (25 m. 0.2 mm
internal diamcter and 0.5um film thickness). The
temperature programme consisted of lmin at 60 C.
then an increase of 60 to 200 C at 5() C min (with
2min hold). foll0wed by 200 to 280 C al 5 C, min
(with 5min hold). Nitrogen was used as carrier gas.
with a flow of lml min and as auxiliary gas. 60 ml,’
min. The temperature of the ¡njcctor and the detector
were 250 C and 300 C respectively. The injection
volume was Zu]. the quantilication limit an'ml.

TLC analysis

Two-dimensional TLC in the higher level samples
confirmed DON. The residue (35 ml beer equivalent)
was obtained by repeating the above extraction and
clean-up procedure seven times. lt was then spottcd
on a silica gel 60 TLC plate (Merck cat. No. 5553)
along with 30ul of standard solution (Dcoxynivalenol
Sigma. lOOug, ml). The lirst developing solvent was
toluene: acetonitrile l.00:l.00 and the second one.
toluene: acetonitrile l.05:l.()0. The plate was dricd.
sprayed with 20% aluminium chloride in cthanol­
water (l:l). heatcd at ¡20 C for 6min and viewed
under long-wavclength UV light. The limit of DON
determination was 40 ng ml.

Slalislical mal/¡(u/ology

Contamination frequencies 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 l980). 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 from barley malt plus
adjuncts (most of them unmalted cereals). There were
no significant difierences between mean contamina­
tion values of these two sub-groups (p = 0.66).
According to Argentine Regulations (‘Código
Alimentario Argentino’ CAA) al] 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 difl'erent breweries
were not available.

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

Contamination values of DON greater than 20ng/ml
were present in 18% of all samples (Table l), 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.

Tab/e l. Distribution ofDON levels in beer samples.

DON (ng/ml) Frequency % of samples

ND 28 56
2-20 l3 26

20*50 7 l4
50-l50 I 2
ISO-250 I 2

ND: not dclcctablc.

Three groups of samples were compared (l997, 1998
and l999). Highest levels and incidence were found in
samples with ‘best if consumed before’ date [997
(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 et al. (l993) 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 245 ng/ml and for barley malt
beer was 148ng/ml (Niessen et 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 found for barley
malt beer by Niessen et 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 Luján
University (Pacin et al. 1998) and FAO (FAO 1991)

Table 2. Deo.\'ynivalenol contamination distributed according lo ‘best if consumed before date'.

Contaminated
Over positive samples (ng/ml)

Date samples/total Average (ng/ml) Median (ng/ml) Minimum Maximum Mean

¡997 8/9 Sl 5 22] 58
1998 8/26 7 4 43 22
¡999 6/ l4 5 5 20 12
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Table 3. Mean daily ¡make QI.(Ít'l).\'_l'IlÍl'tlÍL'IIOÍfi‘l)!!!beer ('()Il.ïtlmplí(m eonsideríng I/te average t-(mlaminaliou l [4.3 ng
ml j. Tliefirxljour ('olumm' n'ere calcula/ed lt'Íl/l (lala/rom National Luján L'Ilíl't'l'xíl't'and Ihe /(I.\'I.||'ÍIÍI I"A0_/igurex fall
FAO (Ílllll were e.\'/)ressetlfor an ada/I of 70kg body weight ).

Age grou ps (years)'y­
Male Female

18'24 25 50 ¡8 24 25 50 FAO adult

Eslimated mean daily ¡make (ng kg body weight) ¡6.4 0.9 7.3 1.3 l5.6
Contribution of becr consumption to the TDI (Sug 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 l'or which the daily intake was
¡6.4 ng kg.

The Tolerable Daily lntake (TDI) for DON was
estimated to be 3pg kg for adults and l.5ttg kg for
infants (Kuiper-Goodman 1994).Compared with the
TDl. beer consumption in our country could contri­
bute up to 0.55% to the TDl (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 isjust one 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 Argentinean beer.
Continued surveys of commercial beer for DON will
be appropriate. in order to develop prevention stra­
tegies to maintain or even diminish DON levels in
beer.

References

BliA'l'Tllí. S.. S('IIWAR7.. P.. Hottsu-zv. R.. BARR. J.. and (‘Ast't-ztt H..
1998. The elÏect ol' grain storage conditions on the viability of
I-'u.\'aritmiand deoxynivalenol production in infested malling
barlcy. Journal ¡If/¡nod I’I'oleelion. 6|. ¡03 lOó.

CAA. l998. ('ódigo Alimentario Argentino Actualizado. art. |080. p.
T7. D .

('oxovtak. W. J.. |980. I’rovliml .\'on¡mrumelri<' .S'Iolixlirx(New York:
John Wiley 8: Sons).

FAO. |99|. Food Balance shccts |984 86 average. (Basic Data Unit.
Statistics Division. Rome. Italy: FAO).

GONZÁLEZ. H. H. L . PM'IN. A.. Rl-LSNIK.S. L.. and MARTÍNEZ. E..

997. l)eox_\'nivalenol and conlaminanl mycollora in l'reshly
ltarvested Argentinian “'heat in |993. .tinopullto/ogiu. l35.
I29-l34.

KUII’liR-GOOIMIAN.T.. |994. Prevention ol‘ human mycotoxicosis
through risk assessment and risk management. .le‘t'INUA'ÍIlA'¡n
(irain. edited by J. l). Miller and H. L. Trenholtn (Sl I’aul MN:
Eagan Press). pp. 439 46‘).

Nt-an. M. S.. PACIN.A.. MARTÍNEZ.[-2..Mono. G..s\.. and RtasxtK.
S. L.. l997. The echct ol' bakery processing on natural dcoxy­
nivalenol contamination. IItIerItaIÍomI/ .lournul of Food
.\I ¡(rubio/01:): 37. 3 l —25.

iSSli.'. L.. BÜHM-SCIIRAMI.M.. V()(il:l.. H.. and Doxtmtfstzk. S..

1993. Deoxynivaletml in comtnercial beer screening for the
loxin \vith an indirecl competitive ELISA. .lcho/oxin
Research. 9. 99-109.

P.-\('I.\‘.A.. ¡992. Las micotoxinas como l'actor de riesgo en la salud
httmana. Seminario IIII('I'II(I('Í(III(IÍ.vohre .\'IÍ('I)IU.\'ÍII(I.\‘.editado

por Asociación Colombiana de l’ostcosecha de Granos
(Colombia: lDEMA). pp.x7 |08.

PACIN.A” thsxtk. S. L. NlílRA. M. S.. and Mono. GA. ¡997.
Natural occurrence ol‘ deoxynivalenol in \vhcat. wheat flour
and breadmaking products in Argentina. I-‘ootl .'I(Í(ÍÍIÍl'(’.\'und
(‘onlamiuaulx |4. 327»33I.

PM‘lN. A" MARTÍNEZ. E.. Pott'rt-Lt.,\. M.. and NIEIRA. S.. IWK.

Consumo de alimentos en Ia población de la Universidad
Nacional de Lujan. Aporte energetico y proteico. Lo
.IIÍÍInt'Illut'ÍliIlLa!inoamerimna. 22|. 28 36.

PhKKOWSKI.J.. .It-zt.I-:.\'.H.. Knet'axa. l.. and Got.t.\'sKt. P.. I997.
Natural contamination ol"spring harley with grottp A trichothe­
cene mycotoxins in south-eastern Poland. I-‘ood .-Í(I(ÍÍIÍI'('.\’und
('onlaminamx. H. 321 325.

QUIROGA. Rtasxtk. S. L.. l’,\('IN. A.. MARTÍN-1.. l.-Z..PAGANO.A..
Rl('('()lll-L.\'lí. l.. and NI-ztItA.S.. 1995. Natural occurrence ol'
trichothecenes and zearalenone in Argentinean wheat. I-‘oml
Con/rol. 6. 20] 204.

S.A.G.Y.P. Secretaria de Agricultura. Ganaderia y Pesca. ¡999. http:
siiap.sagip.mecon.ar alimcnt bebidas Cerveza

SCOTT. P.. |990. Trichothecenes in grains. ('el‘eal.v [-21me Il'orld. 35.
ÓÓI (,66.

S(‘()'I"I'.P. M.. l996. Mycoloxins lransmilled into beer from contami­
natcd grains dttrittg brewing. Journal of Ihe .-l.\'.\'(¡('i(lli0lto]
Official .-I"(IÍ_I'IÍ('(IÍ('ltemislx Inlernalíonal. 79. 875-882.

S('()'l"l'. P.. and L,\\vtu-:.\'(‘Ia.G. .-\.. 1997. Determination ol' allatoxins
in beer. Journal ol' IÍI(' .-l.v.voeialion ol' Ollieial .-IItrI[t'Iieal
('ltemixlx IItIerna/ional. 80. l229 l234.

S(‘()’l'l'. P. M.. KANIll-Llu-Z.S. R.. and w'lzlllzk. D.. 1993. Analysis oI'
Canadian and Imporled becrs l‘or I-"uxariummycoloxins by
gas cltrotnalography mass speclrometry. I-‘oml.Illlrlilil't'xand
('onlaminunlx. |0. 38l 389.

Sum. W. B.. Km. J. C. Slit). J. :\.. and Llíli. Y. W.. ¡997. Natural
occurrcncc of trichothecenes and zearalenonc in Korean and
imporlcd beers. ¡"ood ¡lt/(IÍIÍH'A'aml ('onlantiltaulx. l4. l-S.



Trichalhecenes in Argenlinean beer 813

TANAKA,T., HASEGAWA,A.. YAMAMOTO,S.. LEE, U.. SUGIURA, Y.. Torres, M. R., Sanchis. V.‘ and RAMOS,A. .I., 1998. Occurrenoe of
and UENO,Y., ¡988, Worldwide contamination of cereals by fumonisins in Spanish beers analysed by an enzyme-linked im­
lhe Fusarium mycotoxins nivalenol. deoxynivalenol and munosorbenl assay method. International Journal of Food
zearalenone. l. Survey ol‘ l9 countries. Journal of Agricultural MÍC’ObÍOÍOS)’,39, ¡39-143­
¿md Food Chemiwy, 36, 979-933_ UENO, Y. (EDITOR), 1983. Tricholhecenes-Chemical Biological and

Toxicological Aspecls (Amsterdam: Elsevier).



Food Additives and Contaminants, l999, Vol. l6, No. 8, 325Ï-329

l

. ¿e g .a t,
A survey of fumonisins, débíynivalenol, zearaféñóiie'añd'
aflatoxins contamination in com-based food products in
Argentina

M. M. S. Soloveyl'I, C. SomozaI, G. Canog'
A. Pacin"|| and S. Resnik*li||
lDepartamento de Industrias, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina; t Departamento
de Quimica Orgánica. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires. Argentina; üFtun/ación Cargill:
"Centro de Investigación en Micotoxinas. Universidad Nacional
de Luján, Luján, Argentina; || Centro de Investigaciones Cienlificas
de Ia Provincia (le Buenos Aires, Argentina

(Receivcd 4 January ¡999: accepted 28 March ¡999)

The presence of mycotoxins in corn-basedfoods avail­
able in Argentina was determined in order to make a
preliminary exposure assessment. Thirty-eight samples
[corn meal l ‘polenta') and corn flakes/ of difieren!
local brands were analysed for zearalenone, deoxyni­
valenol and aflatoxins by TLC and fumonisins (FB¡,
FB; and F83) by HPLC. None of the 38 samples
contained any detectable amount of aflatoxins
(<2pg/kg), zearalenone (<50 ¡tg/kg) and deoxyniva­
lenol (<50 ¡tg/kg). By contras! fumonisin contamina­
tion was found in 95% of the samples. The highest
fumonisin levels werefound in corn meal.‘ FB, (range
positives: 60-2860 ¡tg/kg; mean positive value:
556¡tg/kg), FB; (61-1090pg/kg; 232ttg/kg) and
F33 (18-1015 ¡,tg/kg; 150ttg/kg). Low levels offumo­
nisin B, were detected in 16/17 corn flakes samples
(2-38 ¡tg/ kg). Totalfumonisin levels ¡n corn meal were
more than 1000¡tg/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¡tg/kg of body
weight was estimated for child consumers (1-5 years
old) based on an average consumption of 200g of corn
meal/day. Calculated at an average ratefor all children
(consumers or not) the intake estimate was 0.9 ¡tg/ kg
of body weight.

’To whom correspondencc should be addrcsscd.

Keywords: fumonisins, mycotoxins, corn, zearale­
none

Introduction

Mycotoxins such as aflatoxins, deoxynivalenol, zear­
alenone and fumonisins, are unavoidable contami­
nants of corn and have been implicated as aetiological
agents ¡n 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.

Aflatoxíns, 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 et al. 1989, Resnik et 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 et al.
¡995, l996). 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 wider
noted (Bullerman 1996, Shephard et al. 1996, Patel
et al. 1997, Pineiro et al. 1997, Tseng and Liu 1997).
Fumonisins, produced primarily by F. moniliforme,
cause leukoencephalomalacia ¡n horses, pulmonary
oedema in pigs (Prelusky et al. 1994) and hepatic
cancer in rats (Gelderblom et al. 1996). High levels of
fumonisins in grains in certain areas of the world,
have been associated with oesophageal cancer in
humans (Gelderblom et al. 1996). Immune suppres­

FomI IÍIÍtÍÍIÍW'Xand (‘ontumimmls ISSN 0265 .203X print ISSN l464-5l22 online t" 1999 Taylor 8L Francis le
http: t\vww.landf.co.uk,JNLS fac.hlm

hupz/waw.layIorandfranciscom,‘JNLS fac.hlm
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sion is another important toxic ell'ect indttced by all
these mycotoxins (Pestka and Bond_\' |994).

Althottgh it is not the staple food in Argentina. maize
consumption is very important. especially among
children (Pacin ('l ul. l998). The occurrence of fumo­
nisins (Sydenham ul ul. |993. Chulze ('I ul. |996.
Ramirez ('l al. |99o). allatoxins. zearalenone and
deoxynivalenol (Chulze ('l ul. l989. Resnik ('I al.
1996) has been reported in Argentina lield maizc.
The natttral co-occurrence of fumonisins. allatoxins
and zearalenone in Argentinian corn has also been
established (Gonzalez. ('I ul. l‘)98). Howet'er in Ar­
gentina there is little information about the contam­
ination levels of corn-based foods.

Tolcrance limits for some of these mycotoxins have
been established in man)‘ countries. For total aflatox­
ins the maximum limit varies from not detectable up
to 50 ug, kg (FAO l997). Mercosur rcgtllations (RES.
No 56 94) establish for total aflatoxins in corn meal a
limit of 2()ug kg. ln France the tolerancc level of
zearalenone in corn for human consumption is
ZOOug'kg. and in Canada for trichothecenes in food.
100 ug kg.

To assess the extent of the consumer's exposure to
these mycotoxins. commercial corn-based human
foodstttlfs (purchased dttring |997) were analysed
for the presence of allatoxins. deoxynivalcnol. zear­
alenone and fumonisins (FBl. FB; and F83). 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 Buenos Aires. Argentina
during ¡997. All samples were ground in a laboratory
mill until the sample passed through a 20-mcsh-sieve.
Samples were frozen (—20 C) prior to analysis.

Anafrsíx jor qflumxins (AF).
fDON) am/ :t'ura/enone (ZEN;

(Í('().\'_l'llÍralennl

The samples were analyst for the presence of these
mycotoxins according to the method of Romer No.
MY8402s. Briclly. sub-samples (25 g) were extracted

with 50ml of acetonitrile water (84: lo) by blending
for 3 min at high speed with an Osterizer blender. The
extract was liltered through Whatman No. 4 paper.
Approximately 8ml of the liltrate were placed in a
l5 x 85mm culture tube and 4ml of the liltrate was
passed through a Mycosep 225 column (Romer Labs
lnc.. MO. USA). Thc purilied extract was then trans­
ferred to another tube and evaporated to dryness in a
60 C water bath under vacuum (Wilson and Romer
|99|). The residue was redissolved in toluenezaceto­
nitrilc (95:5) and a 50 ul aliquot was applied on
Merck silica gel TLC (No. 5553) and developed in
tolttene :acetone (l : 2). Sample spots of AF and ZEN
were visualized by lluorescence (AF: 366nm: ZEN:
254 nm). Plates were then air-dried. sprayed with 20%
AlCl; cthanol :water (l:l) solution and heatcd at
I5() C for IO min. The levels of DON were estimatcd
visuall)‘ (Rf 2 0.5) by comparison with standard
spots under long-wave UV light. The detection limit
was Zug kg for AF and 50ug kg for ZEN and DON.

Analysis for jimmnixinx I ¡"B)

HPLC analysis was performed according to the
AOAC method 995.l5 (AOAC |995). Sub-samples
(50g) were extractcd with l()()ml of mcthanol :water
(3:l) by blcnding for 5 min at high speed with an
Osterizer blender. The blended extracts were centri­
fugcd (|0min. 500g) and the supermttant filtered
through Whatman No. 4 filter paper and adjusted
to pH 5.843,5 (NaOH lM) (Resnik ('I ul. l‘)‘)4. AOAC
l995). An aliquot (l() ml) was applied to a strong­
anion exchange column (SAX. Merck) previously
conditioned with methaimlzwater (3:!) followed by
methanol. The fumonisins were eluted with an acetic
acid: mcthanol solution (¡299). The elttate was eva­
porated lo dryness in a 40 C water bath under
vacuum and the residtte redissolved in mcthanol
(I()()ul). An aliquot (50ul) was dcrivatized with
225ul of derivatizing solution (40 tng o-phthalalde­
hyde (OPA) in ltnl mcthanol. dilttte with 5m| of
().l .\t disodium tetraborate solution. and 50 ul of 2­
mercaptoethanol). Within l min of adding OPA
reagent. 20 ul of the derivatizcd solution were injected
into the LC system.

Shun/unix um/ I'('(Ig('lll.\'

DON. ZEN and allatoxins standards and OPA were
purchased frotn Sigma. ftunonisins standards were
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purchased from MRE (South Africa), and all other
reagents were purchased from Merck Quimica
Argentina.

Apparalus

Liquid chromatograph. Bomb L6200A Merck­
Hitachi); Column=Lichrosorb C-l8 (Merck),
lOcmx4.6mm i.d., 5pm; 23°C; mobile phase,
methanol: 0.1M sodium dihydrogen phosphate
(77:23, v/v), adjusted to pH 3.3 with orthophos­
phoric acid; flow rate=lml/min; the fluorescence
detector (Merck-Hitachi Z-llOO) was set at an
excitation wavelength of 335 nm and an emission
wavelength of 440 nm. Fumonisin quantification was
done by measurement of the peak area and
comparison with fumonisin standards.

Standards. 50 ug/ul of fumonisins B¡, B2 and 83 in
acetonitrile: HgO, 1:1.

The detection limit was [jpg/kg.

Results and discussion

The results summarized in table l 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 e! al. 1996).
fumonisin B. was found at higher levels than fumo­
nisin B; and B3 in all samples. The ratio FBl/FBg
varied from 3/l to 16/]. As can be seen in table 2 the
samples had higher FB; values than FB3. Of total
fumonisins, FBZ represented 15-29% and FB3, 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 e! al. (l99l)
reported mean positive values of FB¡ of 1048ug/kg in
USA corn meal, and l38 pg/kg in South African corn
meal. Commercial corn products in Switzerland
(Pittet [992) were found to contain lower levels of
fumonisins. In UK breakfast cereals, contamination
with ll-l94pg/kg of fumonisins and polenta with
concentrations ranging from 16 to 2124ug/kg (Patel
et al. [997) were detected.

Tab/e l. Percenlage of samples contaminated wir/1each
mycotoxin.

°/o of positive samples

AF ZEN DON FBl FB; FB;

Corn meal ND ND ND 90.5 57.] 52.4
Corn flakes ND ND ND 94.1 ND ND

ND: nol deleclable.

Table 2. Fumonisin contamination of corn mea! and corn flakes.

Over positive samples (pg/kg)
Contaminaled Average Median

Products samples/total (ug/kg) (ug/kg) Minimum Maximum Mean

Corn meal FB, 19/21 503 28] 60 2860 556
FB: l2/2l I33 ll7 6| l090 232
FB; 11/21 78 59 l8 lOlS |50

Total l9/2l 7 l4 368 60 4964 790

Corn flakes FB. l6/l7 ll 7 2 38 ll
FB: 0/l7 0
FB; 0/l7 0

Total 16/17 ll 7 2 38 ll
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ln the published data. usually the ratio FB¡/FB3 is The available information on the toxicity of fumoni­
3/1, although levels of FBg as high as 40% of the sins ¡s not complete and a tolerable daily intake has
total fumonisins have been reported, and FB; ¡s not been established (Kuiper-Goodman l994.
commonly higher than FB; (Bullerman 1996, Kuiper-Goodman el al. 1996). The estimate of the
Pohland 1996). probable daily intake (PDl) in an exposure assess­

ment in Canada (Kuiper-Goodman al al. l996) was
O.l9ug/kg bw/day for child consumers and 0.089 ug/
kg bw/day for all children. These values are lO times
lower than in Argentina. where as com-based foods
are very popular and consumption by children is very
significant, the presence of fumonisins in food is a

lt is of concern that 24% of the corn meal samples
had total fumonisin levels greater than lOOOpg/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 fumonisins for serious P’Qb'em- These Pre“m¡'.“!’y data Show.“ that

corn meal consumption was calculated (table 4). For Fomllmgrs exposureklo.‘rumoánzm‘?con? Pe l'mpïï'
example for child consumers (1-5 years old) a daily dm. ‘m .mor? “lor ¡3 nec e m l lb ‘lre‘l‘ e
fumonisin ¡Make of “.3 llg/kg of body weight was toxrcologtcal srgntficance ofthe exposure at the levels
estimated based on an average consumption of 200g reported here ls not known'
of corn meal/day (Pacin e! al. 1998). Calculated at an
average rate for all children (consumers or not) the
intake estimate was 0.9 ug/kg of body weight. References

Table 3. Dislrihulíon of total fimwnist'n levels ¡n cor"
mea! samples. AOAC. l995. Ojlícíal .ltlt'lhmlx of Analysis. Stipp. March |996.

Chapter 49. pp. 49.
Fumonisins (ug/kg) Frequency % of samples BULLIERMAN.L.. ¡996. Oceurrcncc ol‘ I-‘uxuriumand fumonisins on

food grains and in foods. thmnixínx ¡n Font]. edited by Lauren
0—500 l4 67 Jackson. Jonathan DeVries and L. B. Bullerman. Advances in

5014000 2 ¡0 Experimental Medicine and Biology. (New York and London:
l’lenum Press). Vol. 392. pp. 27738.

¡om-¡500 3 ¡4 CHUIJJE. S.. BliRTINl-ZTTI.C.. DI\I.(‘IER(). A.. ET('III5\’|-LRRY.M..
> ¡500 2 I0 FAKxot‘ut. (É. Totuttss. A.. RIZZO. l.. and VARSAVSKY.E..

Tab/e 4. Mean daily ¡make offiunonisins for mm meal ('()Il.\'lllH/)IÍ()H.

Estimath mean daily ¡make (ug kg body weight)
Corn meal (g).

Age Average mean daily intake Total fumonisins Fumonisin B.
groups weight
(years) (kg) Consumers All samples Consumers All samples Consumers All Samples

Male
l- -5 l4 200 l5.4 I ¡.3 0.9 7.9 0.6
6-l0 25 0 0 0.0 0 0 0

llil4 40 0 0 0.0 0 0 0
|5725 6| 228.5 7.5 3.0 0.l 2.l 0.l
26-55 78 250 20 2.5 0.2 ¡.8 0.l

Over 55 80 0 0 0.0 0 0 0

Female
li5 l4 200 l3.3 l 1.3 0.8 7.9 0.5
6 -I0 24 0 0 0.0 0 0 0

ll-I4 40 0 0 0.0 0 0 0
15»25 56 2|6.7 10.6 3.! 0.l 2.2 ().l
26—755 58 2I5.3 ll.5 2.9 0.2 2.1 0.l

Over 55 60 0 0 0 0 0 0

Average eorn meal eontamination level: Total fumonisins 790ug kg: fumonisin B. 556pg kg.
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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 chioroform 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
10pg/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.



K

v‘ «¡1€ ‘
. . ¡

mi»
., “NM, ¡Ésu ' “rw-x

y: ‘ '

Die neuen “Wide Bore” Testrührchen.
Schneller, einfacher, genauer.
VICAM kann erneut eine eohte Innovation vorweisen: Die neuen
“Wide Bore” Testróhrchen. Ihr gróBeres Format ermóglicht eine
hóhere FIieBgesohwindigkeit, ohne bestehende Prüfmethoden
verándern zu müssen. Und das bei Wiederfindungsraten von
99% bis 101%. Auch der Nachweis von Mykotoxinspuren in
problematischen Matrices wie z.B. bestimmte Gewürze kónnen
schnell und einfach mit “Wide Bore” Testróhrohen nachgewiesen
werden. Gute Gründe, um sich jetzt sohnellstens zu informieren.

KLAUS RUTTMANN GmbH

Tel:+49-(0)40-825831,Fax:-820713,
Sales and Marketing

Volume 18, Number 1 (2002) ISSN 0178-788



Mycotoxin Research, Vol. 18 (2002)

Trichothecenes and Zearalenone production by Fusarium
species isolated from Argentinean black beans.

Castillo M1'2, Samar MM“, Moltó G1, Resnik 81'2'3' and
Pacin A‘"4

1 Departamento de Química Orgánica. 2 Departamento de
Industrias. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA,
Argentina.
Comisión de Investigaciones Científicas de la Provincia de
Buenos Aires (CIC), Argentina.
Centro de Investigación en Micotoxinas, Universidad Nacional
de Luján, Luján, Argentina.
Author for Correspondence. Departamento de Industrias,
FCEyN, Ciudad Universitaria. (1428) Buenos Aires, Argentina.
Fax (54 11) 4576-3366. E-mail: sresnik@cvtci.com.ar

Abstract

Isolates of Fusarium species obtained from fresth
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. Lowincidence 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 biochemícal
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 systemie 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) =l ug
kg'l of body weight, PMTDI (T-2 and HT-Z toxins): 60 ng kg'l of bw per day) (1,3,4).
ZEN has estrogenic and anabolic activity that disturbs the reproductive organ structure and
function (TDI = lOOng/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. ln many countries of America, beans are part of traditional
foods and hence it is important to determine if they could contain toxins that represent a
health hazard. As cereals are the main source of mycotoxins in food, trichothecenes and
ZEN associated with them have been extensively studied, but mycotoxin presence in
beans was scldom reported. Considerable quantities of DON, diacetoxiscirpenol (DAS)
and T-2 toxin. and fumonisin B. (FB.) were found in naturally infected mouldy navy
beans (Phaseolus vulgaris L.) 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. while those from Ontario contained
DAS, DON, T-2 toxin and FB. and no aflatoxins (7). Fumonisins and no trichothecenes
were found in Fusarium-infected adzuki beans (Phaseolus angularis) and mung beans
(I’hascnlux aureus) produced in Canada (8). ln another survey in Brazil (9), Phaseolus
vulgaris L. showed ochratoxin A contamination and ZEN was not found. ln Ecuador (lO),
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 Allernaria
allcl‘nara and several species of the genera Fusarium: F semitecrum, F graminearum and
F equisr’ri (l l). These 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), lS-acetyl-deoxynivalenol (lS-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 nccd a favourable environment to produce the toxins but also a suitable
substrato. Which mycotoxin is synthesiscd 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 (l l) for their ability to produce trichothecenes
and zearalenone on two different substrates, rice kernels and beans, where rice is a suitable
substrate for Fusarium toxins production.

Materials and Methods

All the isolates of Fusarium scmitectum (29). F graminearum (16) and F equisetí (9)
obtained from 120 samples of freshly harvested bean grains collected from different Salta
regions of Argentina (1999 harvest) by Castillo et al (l l), 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
c0nidial 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. ¿¿
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 l2l°C for 15 minutes. Autoclaved flasks were shaken
by hand to loosen the grains, and each flask was inoculated with 7 mL of the conídial
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. lnc., MO, USA), each aliquot was transferred to a different
tube. dried in a 60°C water bath under vacuum and stored at -l8°C prior to analysis.
The dried extract residues were derivatized with heptafluorobutyric anhydride (l-IFBA) as
described by Croteau et al (15). Briefly, the catalyst solution of 4-(N,N-dimethylamino)­
pyridine (DMAP) was addcd to the dried extruct, vortcxed and 50m of l'lFBA was added.
The tube was placed in a heating block at 60:2°C for 20 min. Excess of derivatizing agent
was destroyed with l mL of aqueous sodium bicarbonate solution (5% in distilled water)
and 400 uL of toluene was added. After centrifuging, the upper organic layer (480 uL)
was transferred to a vial. .
Gas chromatography with electron capture detection (GC-ECD) was performed on a
Hewlett-Packard Model 5890 Series II equipped with an automatic injector and controlled
from an HP3398A GC-ChemStation. GC separation was achieved with a HP-S capillary
column (30 m x 0,25 mm of i.d. x 0.25 um thickness of film). The temperature program
consisted of l minute at 80°C, then an increase of 80-160°C at 30°C min'l followed by
160-183°C at l°C min'I and then l83-280°C at 12°C min'l (with S-min hold). Nitrogen
flow was l mL min". The temperature of the injector and the detector were 250 and 300°C
respectively. The injection volume was 1 uL (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 l. 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: Limitof detection (LOD) and limitof quantification (LOQ) en ¡tg/kg calculated on the
basis of three and five times the average signal to noise ratio ot the baseline.

LOD LOQ

DON 11 1a

ZEA 15 25

NIV 21 35

T-2 toxln 4o 66

Neo 99 165

T-2 tetraol 3 14

HT-2 toxln 36 59

3-ADON so 1oo

DAS 56 93



The identity of the mycotoxins in the positive samples was confirmed by thin layer
chromatography (TLC) on siliea 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-Z 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
toluenezaeetone (1:1); Niv. with toluenezaeetone (1:2), and type A triehothecenes, with
ehloroform:aeetone12-propanol (8:1:1). Zen has greenish-blue fluorescence under short
wave UV light (256 nm) at Rf - 0.83, and blue fluorescenee under long wave UV light
(356 nrn) after spraying with AlCl; solution (20% en ethanol) and heating 3 min at 150°C.
DON and NIV has blue fluorescence after spraying with AlCl; solution and heating 3 min
at 150°C at Rf 0 0.38 and 0.36 respectively. T-2 toxin and Neo develop a brown colour
after spraying with melhanol:sulphuric acidracetic acid (8:1:l) solution followed by
heating at [50°C for 5 min at Rf o 0.90 and 0.54 rcspectively.

Results and Discussion

Mycotoxins produced by Fusarium species isolated from black beans are shown in table 2.
Five of the 54 isolates were toxigenie. Isolates of F equisetí 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 graminearmn were able to synthesise
trichotheeenes, two of them produced DON and one, NEO. When grown on beans, only
one of the F granu'nearum isolates was toxigenie 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 F grann'neariun that produces only this mycotoxin. It has also been reported NEO
production by isolates of F gramínearum from Argentinean maize (12).
N ot any of the 54 isolates produced Niv. 3-A-DON, HT-2 toxin, T-2 tetraol. nor DAS.
The presence of Niv was suspeeted 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 toxigenie isolates of Fusarium species isolated from black beans and
grown either on rice or on bean grains.

N9and % of
N9of species Mycotoxin

Species examined detected toxigenie Isolates
rice bean

F. semiteetum 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. eguisetl 9 ND 0 0
ND = no mycotoxin detected.
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In table 3, the mycotoxin production in both substrates is shown. F sentiteclum 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 semiteclum and F graminearum grown either
on rice grains or on beans.

Concentration of toxin

Species lsolate N9 “32232;” (mg/k9)
rlce bean

Fusarium semítectum 374 ZEN 28.5 ND

138 T-2 toxin 29.2 ND

Fusarium gramínearum 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 to 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 common and therefore people would be
at low mycotoxicosis risk through consumption of beans.

Acknowledgement

The authors thank Gabriela Cano, María Elena Chaparro, José Mallarini, and Daniela
Taglieri for technical assistance and the Universidad de Buenos Aires, Universidad
Nacional de Luján. Comisión de Investigaciones Científicas de la Provincia de Buenos
Aires, and Agencia Nacional de Promoción Científica y Tecnológica for financial support.

35



References

O

¡—­ —

._. DJ

A

._. LI!

Summary and Conelusions of the Fifty-six meeting of the Joint FAO/WHO Expert
CommitLee on Food Additives. Geneva, 6-15 February 2001. Mycotoxins.
http://www.fao.org/WAICENT/FAOINFO/ECONOMIC/ESN/jecfa/fecfaSópdf
Chelkowski J (1998) Distribution of Fusarimn species and teir mycotoxins in cereal
grains. In: Sinha K and Bhatnagar D (Eds) Mycotoxins in Agriculture and Food
Safety, Marcel Dekker, Inc, New York, Ny: 45 - 64
Ueno Y (1983) Tríchothecenes-Chemical, Biological and Toxicologieal Aspects,
Elsevier Science Publishers B.V., Amsterdam
Greene DM, Azcona-Olivera JI and Pestka JJ (l994) Vomitoxin (deoxynivalenol)
induced lG-A nephropnthy in 136C3Fl mouse: dose response and male predilection.
Toxicology, 92: 245 - 260
Kuiper-Goodman 'l‘ (l994) Prevention ol' human mycotoxicoscs through risk
assessment and risk management. In: Miller JD, Trenholm HL (Eds) Mycotoxins in
grain. Compounds other than aflatoxin, Eagan Press, St. Paul. MN: 439 - 468
Tseng TC. Tu JC. Soo LC (1995) Natural occun‘ence of mycotoxins in Fusarium
infected beans. Microbios 84: 2| - 28

Tseng TC, Tu JC, and 'l‘zean SS (¡995) Mycoflora and mycotoxins in dry bean
(Phaseolus vulgaris) produced in Taiwan and in Ontario. Canada Bot Bull Acad Sin
36: 229 - 234

Tseng TC and Tu JC (1997) Mycoflora and mycotoxins in adzuki and mung beans
produced in Ontario, Canada. Microbios 90: 87 - 95
Soares LM and Rodrigues Amaya DB (1989) Survey of aflatoxins, ochratoxin A,
zearalenone and sterigmatocystin in some Brazilian foods by using multitoxin thin­
Iayer ehromatographie method. J Assoe Off Anal Chem 72' 22 - 26
Mühlemann M, Lüthy J and Hübner P (1997) Mycotoxin contamination of food in
Ecuador. B: Ochratoxin A, Deoxynivalenol, T-2 toxin and fumonisin. Mitteilungen
Gebiete Lebensm Hyg 88: 593 - 612
Castillo MD. González HHL, Pacin A, Rcsnik SL (2001) Fungi associated with
Phaseolus vulgaris L. harvested at the main production arca in Argentina. Sent for
publication Mycopathologia.
Moltó GA, González l-lHL, Rcsnik SL and Pereyra González A (1997) Production of
trichothecencs and zearalenone by isolates of Fusarium spp. from argentinian corn.
Food Add and Contamin l4: 263 - 268

Marasas WFO. Nelson PE and Toussoun TA (1984) In: Toxigenic Fusarium Species­
Identity and Mycotoxicology (University Park: Pensylvania State University Press).
Megalla SE, Benett GA. Ellis JJ and Shotwell OL (l987) Production of
deoxynivalenol and zearalenonc by isolates of Fusarium graminearmn. Schw J Food
Protection 50: 826 - 828
Croteau SM, Prelusky DB and Trenholm HL (1994) Analysis of trichothecene
mycotoxins by gas chromatography with Electron Capture Detection. J Agrie Food
Chem 42: 928 - 934

Manuscript received June 4, 2002; accepted Oct 15, 2002.


	Portada
	Agradecimientos
	Resumen
	Summary
	Índice
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Metodología analítica para la determinación de la ocurrencia natural de tricotecenos
	III. 2. resultados
	IV. Variabilidad asociada a la determinación de deoxinivalenol en trigo, harina afrechillo y gluten
	V. Distribución de la deoxinivalenol  en la molienda de trigo y la en la producción de almidón y gluten de trigo en la planta industrial
	VII. Conclusiones
	VIII. Bibliografía

