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FACTORES QUE AFECTAN EL CONTENIDO DE PATULINA Y FUMONISINAS
DURANTE EL PROCESAMIENTO DE ALIMENTOS

Las micotoxinas, son contaminantes naturales que afectan la producciéon de
alimentos, provocando fuertes impactos econémicos y sobre la salud humana y
animal. Se realizo el primer estudio de ocurrencia natural de patulina en productos
solidos y semisolidos, elaborados con manaza y pera. Para ello se desarroll6 y validé
una metodologia de anadlisis. El 21 % de los productos analizados presentaban
contaminacion. El puré de manzana fue el producto mas contaminado con el 50% de
muestras positivas y con un nivel maximo de 221 pg/kg.

Se procedi6 a aplicar una metodologia emergente, luz pulsada con el fin de
bajar la contaminacion de patulina. La aplicacion de esta técnica por 10 segundos
permitié reducir un 49% la contaminacién de patulina en pure de manzanay un 60%
en jugos de manzana.

Las fumonisinas afectan principalmente al maiz. Se estudié como se modifica
el nivel de contaminacién al procesarse el maiz por molienda himeda a escala planta
piloto y en una planta industrial. Se cuantificé las fumonisinas libres en los
productos obtenidos. Se realiz6 un balance de masa mostrando una pérdida entre el
85-99 % de las fumonisinas que se encontraban originalmente en el maiz.

Se estudi6 la posibilidad que esta reduccion se deba a la transformacién de las
fumonisinas en alguno de sus derivados. Se desarroll6 metodologia para determinar
fumonisinas unidas e hidrolizadas en harina de maiz y en un producto extrudado. Al

realizar un balance entre las fumonisinas totales presentes en el maiz y las presentes



en el chizito, se encontr6 mayor cantidad en el maiz, lo cual indicaria que la

reduccidon de fumonisinas libres no se deberia a una hidrdlisis o unién a la matriz.

Palabras claves: patulina, fumonisinas, molienda htmeda de maiz, luz

pulsada, puré de manzana.



FACTORS THAT AFFECT THE PATULIN AND FUMONISINS CONTENT IN
FOOD PROCESSING

Mycotoxins, are natural contaminants that affect food production, causing
heavy impacts on economic and animal and human health.

The first study of natural occurrence of Patulin was conducted in solid and
semi-solid products made with apple and pear. For this purpose it has been
developed and validated a methodology of analysis.

This study showed contamination on the 21% of the analyzed products. The
apple puree was the most contaminated product with 50% of positive samples and a
maximum level of 221 pug/kg.

A new methodology was conducted, the use of pulsed light to reduce patulin
contamination. The use of this light for 10 seconds reduces a 49% the contamination
of Patulin in apple puree and 60% in apple juice.

The fumonisins mainly affect maize. It was studied the changes on the level of
contamination while the corn was processed by wet milling in a pilot scale and in an
industrial plant. The amount of fumonisins in the final products was quantified and
a loss between 85-99% of fumonisins was found.

The possibility that this reduction is due to the transformation of the
fumonisins in any of its derivatives was studied.

A methodology to determine fumonisins and hydrolysed fumonisins in corn
flour and in an extruded product was developed. In the study it was compared the

amount of fumonisins in corn and in corn puff. It was found that in maize the



concentration of fumonisins was higher than in the corn puff. This indicates that free
fumonisins reduction should not be because the hydrolysis or the union to the

matrix.

Keywords: Patulin, fumonisins, wet milling of corn, pulsed light, apple puree
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Sobald das Geld im Kasten klingt, Die Seele aus dem Hoélle Fegefeuer springt
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Micotoxinas - Antecedentes historicos



Las micotoxinas son productos naturales de bajo peso molecular, metabolitos
secundarios de ciertos hongos filamentosos (hongos toxicogénicos). Estos
compuestos constituyen un grupo muy heterogéneo desde el punto de vista
toxicolégico y quimico; estos metabolitos son peligrosos tanto para humanos como
para animales. La ingesta de alimentos contaminados con estos productos resultaron
en brotes de enfermedades agudas denominadas micotoxicosis y también en dafios
crénicos a menudo no reconocidos como enfermedades producidas por la ingesta de
micotoxinas (Dutton, 1996).

Hasta el momento no se pudo dilucidar la funcién especifica de estos
compuestos, lo que se sabe es que a los hongos productores les otorgan ventajas
competitivas contra otros microorganismos por el sustrato alimenticio o aumentan su
capacidad patogénica sobre los hospedadores. Son muy activas frente a plantas,
animales y microorganismos inhibiendo su crecimiento y reproduccién y
compitiendo por el habitat y sus nutrientes (Bennett y Klich, 2003; Jestoi y col., 2004).

Micotoxicosis es la enfermedad causada por la ingesta de alguno de estos
metabolitos secundarios. Bennet y Klich (2003) definen la micotoxicosis como un
ejemplo de “envenenamiento por medios naturales”, haciéndola asi andloga a las
patologias causadas por intoxicacion con pesticidas o residuos de metales pesados.

Los sintomas de la micotoxicosis dependen de:

. El tipo de micotoxina
. La cantidad y duracion de la exposicion
. La edad, salud y sexo de la persona expuesta



Se conoce muy poco sobre los efectos sinergistas que pueden llegar a tener la
genética, la dieta y la interaccion con otros toxicos.

Practicamente no hay tratamientos para la exposicion a micotoxinas. La
mayoria de las micotoxicosis resultan de la ingesta de comidas contaminadas y
exceptuando una terapia de soporte de acuerdo a los sintomas, un cambio en la
alimentacion es la tnica medida adecuada.

Los efectos de las micotoxinas estdn bien documentados a través de la historia.
El egotismo fue reportado en la Edad Media, pero no fue hasta el principio de 1960
cuando las micotoxinas fueron reconocidas como potenciales causas de
enfermedades. Este reconocimiento surgié cuando se desencadend una epidemia en
pavos en Inglaterra en 1961 y se descubri6 que el causal de ésta fueron las
alflatoxinas (Sargeant y col., 1961).

Cuando fueron descubiertas las aflatoxinas, se comenz6 a analizar un amplio
rango de hongos en btasqueda de toxinas. Hasta 1984 se habian reportado més de 240
metabolitos fingicos que tenian propiedades toxicas en animales o en cultivos de
células animales (Dutton, 1996).

Dentro de los hongos toxicogénicos se encuentran los géneros Fusarium y
Penicillium, con capacidad de producir una gran cantidad de estos metabolitos
secundarios que pueden provocar diferentes respuestas fisioloégicas y farmacolégicas
en plantas y animales (Nelson y col., 1993).

Penicillium expansum es considerado el mayor productor de patulina en
alimentos, en particular en frutos de cascara blanda como manzana. Se reporté como

productor de mas de 59 metabolitos secundarios tales como citrinina, &cido
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ciclopiazénico, 4acido penicilico, ocratoxina A, aflatrem, brevianamida A,
chaetoglobosina A y C, expansolidas A y B, alcohol gentisyl, griseofulvin, &cido
micofendlico, penitrem A, PR-toxina, fenol Raistrick, roquefortina C y rubratoxina B,
pero estudios recientes sugieren que el rango de metabolitos encontrados en
alimentos es mas limitado (patulina, citrinina, chaetoglobosina, roquefortina). La
citrinina también producida por el P. expansun tiene capacidad sinergista en la
toxicidad de la patulina, lo cual hace necesario un examen para analizar la presencia
de esta especie en alimentos (Jackson y Dombrink-Kurtzman, 2006).

El P. expansum estd involucrado en la mayoria de los problemas de
putrefaccion en manzanas y peras y es el mayor productor de patulina en jugos de
manzana y otros productos de manzana y pera, también pudiendo afectar otras
frutas tales como tomate, frutilla, palta, banana, mango, uva, durazno y damasco
(Jackson y Dombrink-Kurtzman, 2006). Asociada cominmente con las areas de
descomposicion, la patulina puede penetrar aproximadamente 1 cm alrededor de la
zona afectada, sin embargo no se detect6 la misma cuando se midi6 a 2 cm de
distancia del area afectada por P. expansum (Trucksess y Tang, 1999; Ferndndez-Cruz
y col., 2010). Se encuentra en frutas que exhiben pudricién marrén; la presencia de
esta pudricion indica que el uso de estas partes en los procesamientos llevara a una
casi segura presencia de la toxina en el producto final.

El P. expansum es un hongo psicroéfilo cuya temperatura 6ptima es alrededor
de los 25 °C, existiendo reportes que se obtuvo crecimiento de colonias atin a -3 °C.
La minima actividad de agua para la germinacion es 0,82-0,83, tiene bajo

requerimiento de oxigeno, debido a esto se encontraron colonias en atmdsferas con
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niveles de oxigeno menores al 2% y hasta un 15% de diéxido de carbono (COy). El
rango de temperatura para el crecimiento de esta especie y para la producciéon de
patulina es de 0-24 °C y la minima actividad de agua (aw) para la produccion de la
toxina es de 0,99. Estas caracteristicas son las que explican el hallazgo de P. expansum
y patulina en manzanas almacenadas bajo condiciones de atmoésfera modificada.
Dicho hongo y sus esporas generalmente son destruidas en procesos que incluyen
calor como la pasteurizaciéon de jugos, en cambio otras especies productoras de
patulina como Byssochlamys fulva y B. nivea producen esporas resistentes a procesos
con temperaturas de 90 °C. En consecuencia, es posible que se encuentre patulina y
acido micofendlico en jugos pasteurizados y almacenados si dichas esporas logran
germinar (Frisvad y col., 2006; Jackson y Dombrink-Kurtzman, 2006; Fernandez-Cruz
y col., 2010).

El género Fusarium es conocido como productor de una gran cantidad de
micotoxinas, como por ejemplo: zearalenona, tricotecenos tipo A y B, moniliformina,
fumonisinas, beauvericina y fusarina (Nelson y col., 1993; Jackson y Jablonski, 2004;
Krska y col., 2007).

Dentro del género Fusarium el F. verticillioides (nombre actual del F.
moniliforme, teleomorfo Gibberella moniliformis) es la especie de mayor importancia
econémica, debido a que puede crecer en forma endégena en el maiz. Se lo encuentra
practicamente como contaminante de todas las muestras de dicho cereal. Se aisl6 este
hongo atin en granos que aparentaban estar sanos, ya que el hongo puede causar
infeccién tanto asintomatica como presentando sintomas. De ocurrir esto tltimo, los

dafios se ven tanto en la mazorca como en los granos: presencia de enmohecimiento
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de color blanco, rosa, salmén o marrén. La sola presencia de este hongo no da por
hecho encontrar toxinas en los granos, la presencia de micotoxinas no tiene una
correlacion con la cantidad de contaminacién fangica. Altas concentraciones de
fumonisinas se reportaron en granos aparentemente sanos (Bullerman, 1996;
Marasas, 2001; Bennet y Klich, 2003; Jackson y Jablonski, 2004).

Se sospecha que F. verticillioides esta involucrado en enfermedades de animales
y humanos, segtin descripciones encontradas del afio 1904, por el hecho de estar en
casi la totalidad del maiz cosechado. Se lo describi6é en una época como “toxicosis de
maiz hongueado” (moldy corn toxicosis; Nelson y col., 1993). Este hongo es el que
predomina en los aislados de maiz en el afio 1970, asociados con la
leukoencefalomacia en equinos (ELEM) en Sudafrica, enfermedad caracterizada por
una licuefaccion necrética de la materia blanca de los hemisferios cerebrales en
caballos (Marasas, 2001). El rol del F. wverticillioides en esta enfermedad fue
confirmado con posteriores aislados del hongo, y cambios distintivos de ciertas
patologias caracteristicas que indicaban que el F. verticillioides puede ser un hongo
carcinogénico (Kellerman y col., 1972; Marasas y col., 1976).

Posteriormente, fue involucrado en el estudio del posible rol de las toxinas
tangicas, en la etiologia del cancer esofageal humano (EC), en la regién de Transkei
en Sudéfrica. La incidencia del EC tanto en hombres como mujeres en el sur de esta
region esta entre las mas altas del mundo, incluso mas alta que en la zona norte. La
diferencia se encuentra en la dieta en base a maiz, cultivado en forma particular en

cada casa y a que el F. verticillioides se mostr6 como el hongo prevalente en los granos



consumidos en estas regiones de alta incidencia del EC (Jaskiewicz y col., 1987;
Makaula y col., 1996).

Investigaciones toxicolégicas sobre el F. verticillioides, asociado al ELEM vy al
EC (designado F. wverticillioides MRC 826), encontraron que provocaba edema
pulmonar en porcinos (EPP) y una alta hepatotoxicidad y cardiotoxicidad en ratas
(Marasas y col., 1984). Todo esto indicaba la presencia de, hasta ese momento, uno o
varios compuestos carcinogénicos producidos por F. verticillioides, y que se
encontraba presente no sé6lo en los aislados de este hongo sino también en el maiz, no
s6lo en Sudéfrica, ya que se estaban reportando epidemias de ELEM en Estados
Unidos que implicaban la ingesta de este cereal. El mayor componente aislado a
partir de F. verticillioides MRC 826 en maiz fue designado como fumonisina By “FB1”,
la elucidacion de la estructura, conjunta a la demostracion de actividad biolégica de
éstos, fue la culminaciéon de décadas de estudio y el comienzo de otra nueva etapa
(Nelson y col., 1993; Marasas, 2001; Jackson y Jablonski, 2004).

La otra especie de Fusarium, asociado mayormente a la contaminacion de
fumonisinas en maiz, es F. proliferatum (Bullerman, 1996).

A pesar que F. verticilliodes y F. proliferatum se consideran las especies mas
importantes en la produccion de fumonisinas, por su amplia distribucién mundial y
alta capacidad de produccién de esta micotoxina, otras especies incluidas F. nygamai,
F. acutatum, F. begoniae, F. brevicatenulatum, F. phyllophilum, F. napiforme, F. sacchari, F.
fujikuroi, F. subglutinans, F. thapsinum, F. anthophilum, F. globosum, F. dlamini, F.

andiyazi. F. pseudonygamai, F. oxysporum y F. polyphialidicum, son capaces de producir



fumonisinas pero sélo bajo condiciones muy cuidadosamente definidas (Rheeder y

col., 2002; Jackson y Jablonski, 2004).

I.1. PATULINA

Los primeros estudios sobre patulina (PAT) datan de la década del 40 del siglo
XX, cuando se la aislé por primera vez a partir de Penicillium patulum (nombre actual:
Penicillium griseofuvulum) y se le encontré a este compuesto actividad antimicrobiana.
Por su capacidad de inhibir més de 75 especies de bacterias, tanto Gram positivas
como Gram negativas, se estudi6 la posibilidad de su utilizacién como antibiético.
Durante esta década los estudios solo tendian a su uso con fines medicinales. Fue
probada como tratamiento de un simple resfrio, hasta como en ungtiento para curar
infecciones micéticas, pero los estudios en animales revelaron que, sumada a su
capacidad antimicrobiana, posee efectos toéxicos (Jackson y Dombrink-Kurtzman,
2006; Lee y Roschenthaler, 1986).

Los estudios de las propiedades toxicolégicas realizados en patulina
mostraron que originaba sintomas agudos en animales y también posible

genotoxicidad, inmuntoxicidad y efectos teratogénicos.

I.1.1. Propiedades fisico-quimicas
La patulina es una lactona (4-hidroxi-4H-furol[3,2-c]piran-2(6H)-uno),

producida por mas de 60 especies de hongos filamentosos (Figura 1.1),



Figura I.1. Estructura de la patulina
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Las propiedades fisico-quimicas estudiadas incluyen la de formar cristales
incoloros, de un peso molecular de 154 Dalton y un punto de fusién de 111 °C. Es
soluble en agua, etanol, acetona, acetato de etilo, éter etilico y cloroformo, e insoluble
en benceno y éter de petrdleo. Su espectro UV-Vis presenta un méximo de

absorbancia en 276 nm.

I.1.2. Especies productoras de patulina

Entre las principales especies productoras de patulina se encuentran
Aspergillus clavatus, A. giganteus, A. terreus, Byssochlamys fulva, B. nivea, Paecilomyces
variotii, Penicillium carnuem, P . claviforrne, P. clavigerum, P. concentricum, P. coprobium,
P. cyclopium, P. cyaneo-fulvum, P. dipomycola, P. equinum, P. expansum, P. gladicola, P.
granularum (P. divergens) P. griseofulvum, P. lanosum, P. lapidosum, P. melinii, P. novae-
zeelundiae, P. roqueforti, P. sclerotignum y P. vulpinum (Harrison, 1989; Jackson y
Dombrink-Kurtzman, 2006).

P. expansum es la principal especie productora de patulina y es el hongo
encontrado con mayor frecuencia en la flora contaminante de las manzanas
destinadas a la produccion de jugos (Welke y col.,, 2010). Esta especie también

produce los compuestos toxicos chaetoglobosina A y C, communesinas, roquefortina



C y a menudo también puede producir citrinina (Andersen y Frisvad, 2004;
Andersen y col. 2004). Byssochlamys nivea, otro de los hongos productores de
patulina, puede estar presente en los zumos de frutas pasteurizados, debido a la gran
resistencia de este hongo a los tratamientos térmicos y puede también tener la
capacidad de producir dcido micofenélico (Puel y col., 2005).

En estudios de capacidad toxicogénica con P. expansum, P. urticae y B. nivea, se
observé producciéon de patulina en duraznos, pifias, bananas, fresas, melones,
tomates, pepinos y zanahorias entre las frutas y vegetales, como asi también en
cebada inoculada con Aspergillus clavatus (Kawashima y col., 2002).

P. griseofulvum posee una alta capacidad toxicogénica y puede producir esta
toxina en cereales. P. carneum y P. paneum son capaces de sintetizarla en cerveza,
vino, productos cérnicos y pan de centeno, ya que se han encontrado dichos hongos
en estos sustratos, pero todavia no hay ningtin informe sobre la ocurrencia natural de
patulina por estas especies en los alimentos citados. P. carneum también puede
producir dcido micofendlico, roquefortina C y penitrem A (Frisvad y col., 2004, 2006).

P. dipodomyicola es un productor eficiente y se lo ha encontrado en el arroz en
Australia y en mezclas de balanceados para pollos en Eslovaquia, pero tiene una
incidencia esporadica (Frisvad y col., 2007b)

Los hongos coprofilicos P. concentricum, P. clavigerum, P. coprobium, P.
formosanum, P. glandicola, P. vulpinum, A. clavatus, A. longivesica y A. giganteus son
productores muy eficientes de patulina en el laboratorio, pero sélo A. clavatus puede

desempenar algtn papel importante respecto de la salud humana, ya que puede



estar presente en la cerveza de malta pudiendo producir patulina y citocalasina E
(Lopez-Diaz y Flannigan, 1997).

Laidou y col. (2001) informaron que Alternaria alternata tiene la capacidad de
producir patulina, resultado también mencionado por Drusch y Ragab (2003). Las
conclusiones expuestas por Frisvad y col. (2007b), del trabajo de Andersen en la
Universidad Técnica de Dinamarca, contradicen a los autores mencionados
anteriormente, pues no encuentran patulina en ningtn extracto de diversas cepas de

Alternaria.

I.1.3. Toxicidad

Durante la década del cuarenta, en el transcurso de la 2% Guerra Mundial y
pocos afios después que se descubriera la penicilina, bioquimicos londinenses
informaron a la Royal Navy acerca de otro producto extraido de otro Penicillium, P.
patulinum, que resulto beneficioso en la cura de resfriados comunes (D'Arcy Hart,
1999).

Tal como fuera mencionado anteriormente, se estudié la patulina como
posible antibidtico debido a su capacidad antimicrobiana, pero a esto posteriores
estudios en animales le sumaron actividad toxicolégica y se la clasific6 como

micotoxina.

1.1.3.1. Absorcién, distribucién y excrecion
Estudios realizados por Dailey y col. (1977a), donde administraron a ratones

en su dieta una sola dosis de una solucidén de buffer citrato con una concentracion de
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3 mg/kg de peso corporal de ¥C patulina, mostraron que después de 7 dias se
recupera aproximadamente el 49% por heces y 36% por orina. La mayor excrecion
ocurre dentro de las primeras 24 h. Al final de los 7 dias, 2-3% de la radioactividad se
observa en tejidos blandos y sangre. La mayor retencién del *C se encontré en
eritrocitos y 6rganos ricos en sangre como el bazo, el rifién, el pulmoén y el higado.

La patulina se degradada rapidamente después de la absorciéon en el tracto

gastrointestinal y probablemente la toxicidad sea sélo a nivel local (Baert y col., 2006).

1.1.3.2. Estudios de toxicidad aguda

En la Tabla 1.1 se ven expresados los valores de toxicidad aguda, mostrando
los valores de dosis letal 50 (LD50).

Camguilhem y col. (1976), estudiaron los efectos de una intoxicaciéon aguda en
ovejas. Se les administré por via oral extractos de cultivos de Byssochlamys nivea
conteniendo patulina, la administracién se realizé por medio de jeringa o por medio
de un tubo esofageal, en dosis de 15 a 50 mg/kg de peso corporal y obtuvieron como
resultado que la administracién utilizando jeringas producia la muerte de los
animales cinco horas después, con las dosis de 20 mg/kg, mientras que una dosis de
50 mg al utilizar el tubo esofageal, s6lo dio lugar a algunos problemas temporales y

leves.
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Tabla I.1. Toxicidad aguda - LD50 (adaptado de la monografia 689. [ECFA [Joint Expert
Committee on Food Additives], 1996. Patulin, WHO Food Additives Series 26)

Especies Sexo Ruta LD50(mg/kg p.c.1)
Ms 29-48
He Oral 46,31
MyH 17
3 M 5,7-8,17
Raton H ipa 10,85
MyH 7,6
MyH . 8,57
1.V.3
M 10
M 30,53-55,0
Rata H Oral 27,79
MyH 108-118
M i.p. 4,59-10,0
Ratas animales H 5,70
.l . Oral
recién nacidos MyH 6,8
R - MyH ip. 5,9
atas animales .
recién destetados M LV 857
S.C.4 11,0
Oral 31,5
Hamster M ip. 10
S.C. 23

p-c. peso corporal,
i.p. intra peritoneal
i.v. intra venoso
s.c. subcutaneo
macho

hembra

o A W N P

Restani (2003), exhibe resultados de Obrazhei del afio 1987, en éstos se
muestran detalles de toxicidad aguda en cerdos. En animales de 17-20 dias se les
administré patulina por via oral, en dosis tinicas de 2,5 mg/kg y 5 mg/kg de peso
corporal, observando que las dosis menores inducen intoxicacién aguda, mientras

que las dosis altas fueron letales.
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Estudios en gallos fueron realizados por Lovett (1972), después de un dia de
ayuno, distintas dosis de patulina fueron agregadas en los alimentos de gallos White
Leghorn, dando como resultado un LD50 de 170 mg/kg de alimento.

Los efectos anatomopatolégicos que se detectan en los distintos animales
estudiados son lesiones en el tracto gastrointestinal, degeneraciéon del epitelio,
hemorragia y ulceracion de la mucosa gastrica, asi como lesiones en cerebro,
congestion de 6rganos viscerales, hepéatica, necrosis renal y edema de pulmones
(Becci y col., 1981; Jackson y Dombrink-Kurtzman, 2006; McKinley y Carlton, 1980;

McKinley y col., 1982; Speijers y col., 1988).

1.1.3.3. Estudios de inmunotoxicidad

Los estudios de inmunotoxicidad mostraron que a dosis relativamente altas, la
patulina deprime el sistema inmunolégico, con efectos que van desde la citotoxicidad
en macrofagos alveolares detectados en ratas, a los aumentos de los neutroéfilos
(Escoula y col., 1988; Jackson y Dombrink-Kurtzman, 2006; Sorenson y col., 1985).
Llewellyn y col. (1998) encontraron que, después de 28 dias de exposicion oral con
zumo de manzana, con niveles comparables a la exposicion humana (los autores
tomaron el valor estimado de ingesta diaria en infantes 1,06 mg/kg/dia, lo
extrapolaron a ratones, administrando 1,272 mg/kg/dia), esta ingesta en ratones

hembra B6C3F1, no presentaba efectos téxicos para el sistema inmune.
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1.1.3.4. Toxicidad reproductiva y teratogenicidad

Los resultados de ensayos de toxicidad en la reproduccién y teratogenicidad
en ratones, ratas y embriones de pollo, indican que la patulina posee efecto
teratogénico.

Se obtuvieron efectos embriotdxicos en estudios sobre huevos de pollo cuando
se inyect6 en la camara de aire de dichos huevos niveles de 2,35-68,7 pg/huevo,
dependiendo de la edad de los embriones, y efectos teratogénicos cuando los niveles
fueron de 1 a 2 pg/huevo. Estos estudios dieron una amplia variedad de efectos,
predominando patas aplastadas y rotaciones andémalas en las alas (Ciegler y col.,
1976).

Al administrarse via intraperitoneal en dosis de 3,8 mg/kg peso corporal/dia
en ratones hembra, a los dias 12 y 13 de gestacion, se provocé un aumento en la
incidencia de paladar hendido y malformacién de los rifiones de los fetos en

desarrollo (Roll y col., 1990).

I.1.3.5. Estudios de genotoxicidad

Pese a no mostrar mutagenicidad en ensayos bacteriologicos como el test de
Ames, la patulina demostrd, en diferentes estudios, producir dafios a nivel de
cromosoma en los sistemas de animales mamiferos. La induccion de dafio
cromosémico y la formacion de microntcleos en células de mamiferos sugieren una
posible propiedad clastogénica de la patulina. También se han reportado inhibidas
las sintesis de 4cidos nucleicos y de proteinas (Alves y col., 2000; Cooray y col., 1982;

JECFA, 1996; Liu y col., 2003; Roll y col., 1990; Sorenson y col., 1986).
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1.1.3.6. Estudios de carcinogenicidad

Los estudios de carcinogenicidad, no dan resultados claros en cuanto a si la
patulina es una sustancia cancerigena (IARC, 1986).

En niveles de patulina de 4,348 pmol/ml, se reporté que in vitro en preparados
de higado de ratas se inhibe la actividad de RNA polimerasa I y II dependiente de
ADN, en un 29y 84 % respectivamente (Tashiro y col., 1979).

Cuando se administré via subcutdnea en ratas, dosis de 0,2 mg en 0,5 ml de
aceite de mani, dos veces por semana, durante 15 meses, se observé que inducia
sarcomas en los sitios de inyeccion (Dickens y Jones, 1961). No obstante, en estudios
a largo plazo, cuando la patulina fue administrada via oral por sonda, en dosis de 1
mg/ kg peso corporal por 4 semanas y 2,5 mg/kg peso corporal por las siguientes 70
semanas (dosis total: 358 mg/kg peso corporal de patulina), no se observaron efectos
en el peso y en la supervivencia, como tampoco se observaron diferencias en la
incidencia de tumores (Osswald y col., 1978).

La International Agency for Research on Cancer en su revision 40 (IARC, 1986)
concluy6 que no podria hacerse una evaluacion de la carcinogenicidad para los seres
humanos y que no habia pruebas suficientes en animales de experimentacion y la
clasific6 como agente del grupo 3. Los agentes incluidos en este grupo no pueden ser

clasificados como sustancias cancerigenas en humanos.

1.1.3.7. Mecanismos de toxicidad
Los mecanismos de toxicidad celular, in vivo o in vitro, no estan claros. Se sabe

que altera las funciones al nivel de la membrana plasmatica, en los cultivos de células
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de higado, rifién y cerebro de ratones, inhibiendo la actividad de ATPasa Na+-K+
(Phillips y Hayes, 1977; 1978). El compuesto también inhibe la biosintesis de varias
enzimas claves como la RNA polimerasa y aminoacil-tRNA (Arafat y col., 1985; Riley
y col., 1990; Riley y Showker, 1991).

Un estudio llevado a cabo con ratones, a los que se administré por via
intraperitoneal 100 ug de patulina, en dias alternados durante un mes, permitié
observar que la reducciéon en la actividad de: ATPasa, NaKATPasa y fosfatasa
alcalina, provoca no sélo la reduccion intestinal de la absorcion de glicina, alanina y
lisina marcadas, sino también la inhibicién enzimatica de acetilcolinesterasa y
NaKATPasa en el hemisferio cerebral, cerebelo y médula oblonga ocasionando
convulsiones, temblores, falta de coordinacién en la locomocién, rigidez en los
miembros traseros y movimientos en la cabeza (Devaraj y col., 1982).

Braunberg y col (1982) concluyeron que PAT interfiere en el ciclo de Krebs al
medir la capacidad de convertir #C glucosa en *COz de las células provenientes de
tejidos de rifién de ratas.

Un grupo de 10 ratas alimentadas con dieta regular, dieta infectada con P.
patulum, o inyectadas por via intraperitoneal con patulina purificada (1 mg/kg peso
corporal, en dias alternados) durante 3 meses, permitié observar un incremento
rapido de los niveles de glucosa y los test de tolerancia de glucosa revelaron una
curva elevada con reducida produccién de insulina. Cuando fueron inyectados
ratones albinos machos con 10 dosis de 0,1 mg de patulina en propilenglicol en dias

alternados, se mostré activacion del glucégeno fosforilasa en el higado e incremento
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de 60% en niveles de glucosa en sangre. Algunos autores concluyen que la patulina
es diabetogénica (Devaraj y col., 1986).

La patulina, debido a su naturaleza electrofilica, reacciona rapidamente con
nucledfilos celulares en los compuestos que contienen sulfhidrilo, como la cisteina y
el glutation. El modo de acciéon de la patulina puede ser a través de la oxidacion de
grupos sulfhidrilo en las membranas celulares o de estos grupos componentes de las
enzimas. Los autores concuerdan que la acciéon que determina estos efectos
enzimaticos es la capacidad de la patulina de modificar los grupos sulfhidrilos de las
proteinas. Aductos de patulina formados con cisteina o glutatién presentaron menor
toxicidad que el compuesto sin modificar (JECFA, 1996; Fliege y Metzler, 2000;
Lindroth y von Wright, 1978; Riley y Showker, 1991).

En resumen, se puede concluir que:

En ratas, la mayor parte de la dosis administrada se elimina dentro de las 48 h
por heces y orina. No se identificaron otros metabolitos y menos del 2% todavia esta
presente después de 7 dias de administrada, asociada principalmente con los
eritrocitos (Dailey y col., 1977a).

La patulina tiene gran afinidad con los grupos sulthidrilos, esta afinidad
explica la capacidad inhibitoria en la mayoria de las enzimas. Forma aductos téxicos
con la cisteina que son menos téxicos que el compuesto no modificado (Lindroth y
von Wright, 1978; Riley y Showker, 1991).

En los estudios de toxicidad aguda y a corto plazo, la patulina causa

hiperemia gastrointestinal, distensién, hemorragias y ulceraciones. Es de destacar
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que los monos Pigtail toleraron el consumo de patulina arriba de 0,5 mg/kg de peso
corporal/dia durante 4 semanas sin efectos adversos (Garza y col., 1977).

Los estudios de reproduccion no mostraron efectos reproductivos o
teratogénicos, a niveles mayores de 1,5 mg/kg de peso corporal/dia, pero se tuvo un
incremente en la reabsorcion fetal (muerte temprana del embrién durante el periodo
fetal, con la lisis y la reabsorcién completa de todos los productos de la concepcién)

en niveles mas altos, indicando propiedades embriotoxicas de esta toxina (Dailey y

col., 1977b).

I.1.3.8. Aspectos regulatorios

Basdndose en los resultados de toxicidad reproductiva y los estudios de
toxicidad a largo plazo con animales, el Joint Expert Committee in Food Additives
(JECFA, 1996) estableci6 una ingesta maxima provisoria diaria de patulina de 0,4
ng/kg de peso corporal.

Por lo menos diez paises han establecido niveles de accién de 50 pg/1 para la
patulina en zumo de manzana, y varios han establecido limites més bajos (25 a 35
ng/1). En el afio 2005, la World Trade Organisation de la CEE propuso los siguientes
limites: 50 pg/kg para jugos de manzana y otras bebidas que tengan como
ingrediente jugo de manzana, 50 pg/kg para bebidas espirituosas como sidra u otras
bebidas obtenidas a partir del fermento de manzana, 25 pg/kg para productos
solidos como compota o puré de manzana. La Comisién Europea, en el afio 2003,
introdujo un limite separado para alimentos para bebés e infantes, quienes consumen

altas cantidades de alimentos basado en frutas, comparados con el consumo en los
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adultos, fijando en 10 pg/kg, el limite para alimentos de manzana destinados a este
grupo (Boozzaijer y col., 2005; Drusch y Ragab, 2003; van Egmond, 1989).

Es de destacar, que se ha planteado en numerosas reuniones, la necesidad de
limitar adn mas los niveles mencionados para bebés e infantes, debido a que este
sector es un gran consumidor de productos con manzana en su formulacién como

puré o papillas de esta fruta.

I.1.4. Ocurrencia natural

A continuacion se presenta un resumen de los estudios de ocurrencia natural
de patulina en distintas zonas del mundo. La Tabla 1.2, muestra los valores de
contaminacion por patulina en jugos de manzana y, en la Tabla 1.3, fueron colocados
los alimentos en base a frutas, donde se encontré presencia de esta micotoxina.

En jugo de manzana 57,4% de las muestras analizadas (un total de 4633)
presentaban contaminacién, con valores medios de 1,4 (Suecia) hasta 70,6 pg/kg
(Italia) y con un maximo de 1150 ug/kg; el 96,0% de las muestras (1175) de jugos de
manzana concentrados, presentaban contaminacién con valores medios que van de
3,2 (Noruega) a 161,49 pg/kg (Austria), un maximo de 1227 pg/kg.

El puré de manzana, present6 el 7,2% de las 97 muestras de fueron positivas,
con una media de 1,6 (Suecia) a 10 pg/kg (Alemania) y un maximo de 86 pg/kg. En
el caso de alimentos para bebe el 13,8% de 312 muestras dieron resultados positivos,
con valores entre 0,2 pg/kg (Italia) a 68 pg/kg (Alemania) y una media de

contaminacion en el rango de 0,55 (Italia) a 11,7 pg/kg (Alemania).
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Tabla I.2. Contaminacién en jugos de manzana

g N° muestras g
Afo 1(\11‘7;; o N° pos/N° (Ma;.) I(’ror;n). l:dect)a Pais Bibliografia
pPpP . PP pPpP pPpP
<20 5 .
1993 | 20-50 13 Turquia GOkr?legngg)Acar
>50 2
. Beretta y col.
1999 3,03 Italia (2000)
. Tangni y col.
2001 36/43 38,8 9,0 6,0 |Belgica (2003)
1150 | 1,4 (Suecia)/
2002 2640/4633 (Italia) | 70,6 (Italia) Scoop 3.2.8 (2002)
) Watanabe y
2003 3/143 10 Japon Shimizu (2005)
2003-2004 16/33 53,4 3,14 0,07 | Ttalia |Fi€montesey col,
(2005)
. Spadaro y col.
2003-2004 25/53 47,91 9,32 1,39 | Italia (2007)
2005 22/177 22,2 Bélgica [Baert y col. (2006)
(de las +) & y ok
Barreira y col.
2007/2009 28/68 42 Portugal (2010)

Con posterioridad Tangni y col. (2003) estudiaron la contaminacién en bebidas

elaboradas con manzana, jugos y sidras en Italia, obteniendo un 81% de los jugos

contaminados con una media de 9,0 ug/l y un 43% de las sidras contaminadas con

una media de 3,4 pg/l. Spadaro y col. (2007) analizaron la incidencia y el nivel de

contaminacion por patulina en purés y jugos mezcla de manzana que se encuentran

en los mercados italianos; observaron que el 34,8% del total de las muestras dieron

positivas, con una media de 6,42 pg/kg y un maximo de 55,41 ng/kg de patulina.
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Tabla I.3. Contaminacién de otros productos distintos al jugo de manzana comin

N® muestras Max Prom Media
Producto | Afio [ o N° pos/N° ( b.) ( b). (ppb) Pais [ Bibliografia
muestras PP PP PP
Manzana | 1992 267 220
b 5 9% de Sylos y
era - 45 1 i -
1993 Brasil | Rodriguez
D B 174 120 Amaya
urazno
1994 (1999)
Alimentos
para bebé 6,39
. Beretta y
Jugos 2000 28,24 falia | 01 2000)
orgdnicos
Jugos con 1150
pulpa
. o Tangni y
Sidra 2001 3/4 6,1 3,4 2,8 Bélgica col. (2003)
Jugo de 1297 3,2 (Noruega)/
manzana 1128/1175 (Austria) 161,49
conc. (Austria)
0,83 (Espafia)/
Sidra 126/339 1604. 1,5-2,8
(Francia) .
(Francia)
91 Al 25 ia)/
Jugo de pera 17/100 (Alemani ( eﬁa; ia)
2002 a) (Alemania) UE Scoop 3.2.8
(2002)
750 43
Jugo de uva 128/324 (Austria) (Alemania)/
us 23,97 (Austria)
Puré de 7/97 86 1,4 (Suecia)/
manzana (Francia) | 10 (Alemania)
Otros purés 0/50
) 68 0,55 (Italia)/
ilr’:’lf:;gs 43/312 | (Alemani 11,7
P a) (Alemania)
Jugo de pera 2003 1/7 1,1 0,22 0,07
Otros jugos | _ 8/45 1,7 0,19 0,07 - Piemontese
talia ) o o1, 2005)
Puréde | 2004 1/15 0,7 011 0,07
frutas
Mezcla de 22/82 55,41 4,54 0,27
jugos
Jugos 35/98 44,89 4,77 0,77
comunes | 2003 Spad
]ugos - Italia F;a 36%;,
Orginicos | 2004 12/37 55,41 10,92 0,8 col. (2007)
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N° muestras Max. Prom. Media
Producto | Afo . Pais Bibliografia
oN°posit | (ppb) (pPb) | (pPD) i
Jugos con
mds de 50% 25/52 55,41 11,26 1,31
de fruta
Jugos con
menos de
50% de 22/83 44,89 3,35 0,69
fruta
Jugo L Karimi y
Clarificado 2006 54/58 121 29,2 Iran col. (2008)
Jugos 2007
clarificados / 32 55
2009 .
Portueal Barreira y
]u’go's 35 92 & col. (2010)
Orgdnicos
Puré de 76 5,7
manzana

Recientemente Fernandez-Cruz y col. (2010) realizaron una recopilacién a

nivel mundial de los datos de ocurrencia natural de patulina, tanto en productos de

manzana como otras frutas susceptibles de presentar contaminacién por esta

micotoxina (Tabla 1.4).

Gokmen y col. (2005) plantean que la mayor exposicion de las personas a la

patulina es por la ingestién de jugos de manzanas que fueron producidos con frutos

que se desprendieron naturalmente del arbol y fueron recogidos del suelo.

No existen hasta el momento estudios de ocurrencia de patulina en productos

s6lidos o semisolidos comercializados en Argentina.
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Tabla I.4. Ocurrencia natural de patulina a nivel mundial (adaptado de Ferndndez Cruz
y col., 2010)

Producto Positivos/total Corrllclgilit:';l:ién corlfj:ngt(:a(:ieén
%‘;f;‘;’z;;";‘isible 30/30 1000 pg/kg 2-11, 3000 pg/kg
Residuos de manzana 30/30 300 pg/kg

Ardndanos 1/12 21 pg/kg

Cerezas 9/10 113 pg/kg

Frutillas 8/10 145 ng/kg

Frambuesas 3/5 746 ng/kg

Jugo de manzana 3-100% Media 1-140 pg/1 0,5-1150 pg /1
Jugo de manzana conc. 78-100% 7-376 ng /1

Sidra de molinos 19% 36,9 ug /1 4.6-467,4 ng /1
Sidra en botellas 28% 242 png /1 15,3-35,2 png /1

I.1.5. Metodologia analitica - Antecedentes Bibliograficos

En la bibliografia se encontraron metodologias analiticas para la
determinacién de patulina casi exclusivamente para su andlisis en jugos de manzana
(Baert y col., 2007; Boonzaaijer y col., 2005; Tha y Sabino, 2006; MacDonald y col.,
2000).

La metodologia analitica presenta, dependiendo de la matriz a analizar,
diferencias en los solventes para la extraccion, etapas en la limpieza y utilizaciéon de
pasos previos para mejorar la extraccion.

Debido a que la mayor exposiciéon viene dada por la ingestiéon de jugos de
manzanas, se encuentran ampliamente difundidos los métodos para determinar
patulina en estas bebidas. Estas técnicas utilizan para la extracciéon de esta

micotoxina, acetato de etilo (AcEt), o una combinacién de éste con hexano. Toman
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una cantidad dada de jugo de manzana, adicionan el solvente orgénico inmiscible
con el agua y realizan una extraccién liquido-liquido, repiten este paso las veces que
consideren necesarias hasta obtener una recuperaciéon 6ptima. Se concentran los
extractos y se determina y cuantifica la toxina utilizando un cromatégrafo liquido de
alta resolucion (HPLC), un ejemplo de ello es el método publicado por el Journal of
AOAC realizado por lha y Sabino (2006), donde validan una técnica para jugos de
manzanas en esta linea.

Baert y col. (2007) demostraron que la utilizacién previa de pectinasa es
imprescindible para mejorar la recuperacion en matrices rica en pectina donde la
patulina se encuentra atrapada. Esto sucede en los jugos que no sufrieron un proceso
de clarificacion.

Respecto a matrices distintas al jugo de manzana, MacDonald y col. (2000)
publicaron un estudio colaborativo, donde desarrollaron un método en puré de
manzana para analizar la contaminacién natural por patulina, con una incubacion
con enzima pectinasa previa a la extracciéon con solventes. En esta misma direccion,
Boonzaaijer y col. (2005) publicaron un estudio donde determinaron el contenido de
patulina en productos como alimento para bebes y puré de manzana, aparte de los
jugos de manzana y al igual que MacDonald y col. (2000) realizaron una hidrélisis
enzimadtica previa a la extraccién. En las dos publicaciones citadas desarrollan una
metodologia de extraccion que aplicaron tanto para el caso del anélisis de jugos como
para los productos sélidos mencionados, donde adicionan, luego de la extraccién, un

paso de limpieza con columnas de extraccion en fase sélida (SPE).
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La forma de determinar y cuantificar la presencia de patulina, luego de todos
los pasos que se realizaron en la preparacion de la muestra, es casi exclusivamente
por medio de HPLC con deteccién con UV-Vis.

En el momento de empezar con la puesta a punto de la metodologia de
extraccion de patulina se encontré el trabajo publicado por Li y col. (2007) donde
utilizan, para jugos de manzana, una extracciéon con una mezcla de agua/ACN y el
extracto sucio obtenido es purificado pasandolo por una columna SPE Multisep® 228
AflaPat Multifunctional Columns (Romer Labs®, US). Esta técnica, con la utilizacién
de esta columna de limpieza, tiene como resultado extractos con menos interferencias
y lleva una disminucién en la cantidad de solventes utilizados en la extraccion.

Los limites de deteccion y cuantificacién, de las metodologias mencionadas, se
encuentran en el rango de 0,23 y 15,0 ug/1 para jugos de manzana y para productos
solidos o semisélidos elaborados con manzana 0,3 y 5,0 pg/kg (Marin y col., 2011).

Soélo se encontr6 en la bibliografia la descripciéon de una metodologia analitica
para patulina que consideraran mermeladas y dulces de manzana, con altos limites
de deteccion y utilizando cromatografia en placa delgada (TLC), para la

determinacién y cuantificaciéon de esta toxina (Lindroth y Niskanen, 1978).

I.1.6. Procesos y su estabilidad frente a ellos
Por la alta frecuencia en que se encuentra la patulina en jugos de manzana y
jugos de manzana concentrados (57-96 % segun distintos estudios de ocurrencia),

Fernandez-Cruz y col. (2010) plantean que es necesario el desarrollo de técnicas en el
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ambito industrial que permitan controlar y reducir la incidencia y el nivel de
contaminacion por patulina en estos productos.

Kadakal y Nas (2002) encontraron que la contaminacién por patulina aumenta
desde 1,99 pg/1 hasta 179,31 pg/l1, cuando se utiliza un 30% de manzanas recogidas
del suelo, y la contaminacién aumenta hasta 860,95 pg/l cuando en el proceso de
fabricacién de jugo se utilizan s6lo manzanas caidas del arbol. La patulina se
transformé en un indicador de calidad en la fruta usada para la produccién de jugos,
debido a que la presencia de esta micotoxina en estos productos es atribuida a la
utilizaciéon de manzanas en estado de putrefaccion. Si bien la contaminacién no se
reduce por completo, una cuidadosa seleccion, lavado y clasificacion de las frutas a
utilizar son los factores mas importantes para la reducciéon de la contaminaciéon por
micotoxinas durante la produccién de jugos (Fernandez-Cruz y col., 2010; Koca y
Eksi, 2005; Marin y col., 2006).

Varios investigadores estudiaron la posibilidad de reducir la patulina en los
productos obtenidos de las frutas susceptibles de tener contaminacién por esta
toxina. Para ello se estudi6 la estabilidad de esta micotoxina respecto de los distintos
procesos aplicados en la elaboraciéon de los alimentos, como asi la posibilidad de la
inclusiéon de nuevas metodologias de descontaminacion.

Se reporto6 la reduccién de 15-75% en jugos después de un calentamiento por
10 minutos y 50-80% después de 20 minutos a 80°C (Jackson y Dombrink-Kurtzman,
2006; Kawashima y col., 2002; Scott y Somers, 1968; Stinson y col., 1978). Drusch y
col. (2007) exhiben estudios de Lovett y Peeler (1973), donde muestran que en el

rango de pH 2,5-5,5 en un periodo de 30 dias se conserva entre el 69-73% de la
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patulina inicial; a pH neutro ocurre una gran caida en la concentraciéon de la toxina
(aproximadamente 60% en los primeros 20 dias).

Lindroth (1980) realiz6 un estudio donde analiz6 la destruccién térmica de la
patulina en frutos rojos (berries) y dulces elaborados con esos frutos. Durante el
tratamiento térmico, la cinética de reducciéon es diferencial respecto del fruto
estudiado (grosellas, arandanos o frutillas), aunque en todas se observé el mismo
tipo de curva de degradacion. Ademas, encontraron que el agregado de sacarosa
durante el procesamiento térmico otorga un efecto protector a la patulina.

En un trabajo de Wheeler y col. (1987), donde aplicaron a la sidra para su
pasteurizacion tratamientos de alta temperatura en cortos tiempos (HTST), se obtuvo
una reducciéon méaxima del 18% de la patulina presente. Por otra parte, encontraron
que el almacenamiento de la sidra no afecta el nivel de patulina.

Scott y Somers (1968) comparan la alta estabilidad de la PAT en los jugos,
respecto de la presencia de la toxina en harina de trigo, en la cual se degrada
completamente luego de dos dias a 22 °C, planteando que esto puede deberse a alta
concentraciéon de compuestos sulfidrilos en este altimo producto.

La adicién de &cido ascérbico (500 ppm) y didxido de azufre (100 ppm) para
clarificar los jugos de manzana reducen el contenido de patulina hasta en un 25%.
Brackett y Marth (1979) adicionaron acido ascérbico en jugos de manzana
contaminados y reportaron la desaparicién de la toxina dentro de las tres semanas de
agregado. Resultados similares fueron mostrados por Lovett y Peeler (1973), donde
comprobaron que el agregado de acido ascérbico aumenta la velocidad de

degradacién de la patulina en soluciones acuosas, donde simularon las condiciones
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existentes en un jugo de frutas. En esa misma linea Drusch y col. (2007) mostraron la
baja estabilidad de la patulina en modelos acuosos cuando se agrega acido ascérbico
a estos.

Roland y Beuchat (1984) encontraron que la adicion de 25 y 50 ppm de SOz
reduce la cantidad de patulina producida por B. nivea, y que a 21°C y 50 ppm SO la
patulina no es producida por el hongo.

La patulina presenta gran estabilidad durante el almacenamiento, la cual se ve
alterada cuando el alimento cuenta con el agregado de sulfito, grupos sulfidrilos y/o
acido ascorbico.

La produccién de jugos lleva en sus etapas un paso de clarificacién, el proceso
convencional se realiza por medio de gelatina, bentonita (arcilla mineral) y carbén
vegetal activado. Todos estos pasos provocan una reducciéon de la concentracion de
patulina (Acar y col,, 1998; Leggott y col., 2001; Gokmen y col., 2001). El proceso
térmico utilizado cuando se quieren obtener jugos concentrados, no provoca una
reduccién en la contaminacién y, a su vez, prueba la falta de volatilidad de esta
micotoxina (Kryger, 2001).

Los resultados recién expuestos no concuerdan totalmente con las
conclusiones expresadas con posterioridad por Kadakal y col. (2002), donde resaltan
que solo el tratamiento con carbén activado reduce la concentraciéon de patulina, no
teniendo influencia sobre la contaminacién los demds pasos de la elaboracion de jugo
de manzana: tratamiento térmico, enfriamiento, clarificacion/despectinizacion

(tratamiento con pectinasa, amilasa y gelatina).
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La metodologia convencional, para obtener jugos clarificados, esta siendo
desplazada por la ultrafiltracién, ya que esta tltima es adaptable a un proceso
continuo de clarificaciéon de los jugos. Trabajos de Gokmen y col. (2001) y
posteriormente Marin y col. (2011) mostraron que la ultrafiltracién de los jugos
provoca una reduccion en la contaminacion final por patulina. La suma de un paso
de decoloracion con resinas adsorbentes después de la ultrafiltracion mejora la
eliminacion de patulina. Welke y col. (2009) estudiaron en su totalidad el proceso de
fabricacién del jugo de manzanas (molienda, pasteurizacién, tratamiento enzimatico,
microfiltraciéon y evaporacion), analizando como afecta cada paso la concentracion
residual de patulina. Observaron que en el total del proceso se reduce cuatro veces la
contaminacién, incluso en el caso de la utilizacibon de manzanas altamente
contaminadas.

Paster y col. (1995) almacenaron peras y manzanas inoculadas con P. expansun,
en atmosferas controladas variando las concentraciones de oxigeno y didéxido de
carbono; comprobaron que se inhibe la produccién de patulina bajo condiciones de
3% CO2/2% O2 a 25 °C. Sin embargo, Baert y col. (2007) mostraron que a 20 °C, 10 °C
y 7 °C, al descender los niveles de oxigeno, se corresponde un aumento en la
produccion de patulina por parte de P. expansum.

Sant’Ana y col. (2010) observaron la influencia del material utilizado para
empacar jugos en la produccién de patulina por B. nivea y B. fulva. A pesar que
encontraron crecimiento de Byssoclamys, tanto en botellas de Polietilen terftalato
(PET) como en envases laminados, no detectaron patulina en estos tltimos, pero si en

los envases PET. Los autores atribuyen estos resultados a la diferencia en la
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permeabilidad al oxigeno, entre los dos tipos de envase. Esta diferencia en la
concentraciéon de oxigeno es lo que altera la capacidad de producir patulina por
Byssoclamys.

Los procesos de fermentacion mediados por levaduras provocan una
reducciéon en la contaminacién por patulina, llegando a niveles no detectables
después de dos semanas (Harwing y col., 1973; Stinson y col., 1978).

La incubacion de soluciones de patulina y ocratoxina (OTA), con bacterias
lacticas, provoca una reduccioén en la concentraciéon de estas toxinas. Las mayores
reducciones fueron obtenidas con Lactobacillus acidophilus, que redujo en mas de un
95% la cantidad de OTA, y Bifidobaterium animalis, con el que lograron disminuir en
un 80% la concentracién de patulina inicial. Estas bacterias pueden ser utilizadas en
la produccién de alimentos probidticos, por eso la importancia de estos resultados
(Fuchs y col., 2008).

Un estudio de degradacién quimica de micotoxinas realizado por McKenzie y
col. (1997), mostraron que una solucién con 32 pM de patulina, después de un
tratamiento con 10 % peso en peso de ozono durante 15 segundos, elimina por
completo la toxina, no observando formaciéon de nuevos productos al seguir la
degradacion por medio de los cromatogramas UV que se obtuvieron de los
productos tratados.

Un estudio de Dong y col. (2010) mostré que la exposicion de sidra a la luz UV
a 254 nm disminuye en un 9,4 % la presencia de PAT, cuando la sidra es irradiada

con una potencia de 14,2 mJ/cm?. Los autores encontraron una relacién lineal entre el
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incremento en la reduccion de patulina con el aumento de la dosis de luz UV a la que
es expuesta la sidra.

Los resultados promisorios en la utilizacion de luz UV, del trabajo de Dong y
col. (2010), nos impulsé a probar la utilizacién de luz pulsada, una metodologia
emergente que se usa en la descontaminaciéon de alimentos, en aquellos productos

que presentaran contaminacién por patulina.

I.1.7. Luz pulsada

La utilizaciéon de pulsos de luz de alta intensidad y corta duracion es una
técnica emergente utilizada para la descontaminacién de la superficie de los
alimentos (Butz y Tauscher, 2002; Elmnasser y col., 2007; Gémez-Loépez y col., 2007),
al contrario de la utilizacion de la luz UV en forma continua que tiene un amplio uso
para la esterilizacion de superficies, utensilios, aire y materiales de
empaquetamiento. Se ha evaluado en alimentos liquidos su uso para la inactivaciéon

de microorganismos en jugos de frutas y vegetales.

La region ultravioleta se divide en tres regiones:
. Radiaciéon UV de onda corta (UV-C) entre 200-280 nm
. Radiaciéon UV de onda media (UV-B) entre 280-320 nm

. Radiaciéon UV de onda larga (UV-A) entre 320-400 nm

El efecto germicida de la luz UV-C es bien conocido desde hace més de cien

afos. Esta radiacion es fuertemente absorbida por los componentes celulares, los

31



dafios mas severos ocurren cuando los &cidos nucleicos absorben la radiaciéon
ocasionando mutaciones en el ADN (G6émez y col.,, 2010). 254 nm es la longitud
considerada germicida (Bintsis y col., 2000).

La técnica de luz pulsada se basa en la utilizaciéon de lamparas de xenén
conectadas a un controlador el cual acttia almacenando energia en capacitores de alta
capacidad, por tiempos relativamente prolongados (fracciones de segundo), del cual
se libera hacia la lampara en plazos mas cortos (nano a milisegundos). La alta energia
enviada produce un intenso pulso de luz enfocado hacia el drea de tratamiento, este
pulso tiene una duracién tipica de pocos de cientos de milisegundos (Elmnasser y
col., 2007). La utilizacién de alto voltaje en la descarga de la lampara genera un pulso
de luz en la regiéon UV /Visible e incluso puede llegar hasta el IR cercano (100-1100
nm), dicho espectro esta determinado por la densidad de corriente existente en
lampara, altas densidades de corriente conducen a la emisién de un espectro rico en
la region UV-C. Como estos pulsos son de alta intensidad se genera calor y la
emision cercana al UV provoca la formacién de ozono, por lo cual las lamparas
generalmente se encuentran conectadas a un soplador para disipar el calor y ozono
formados por medio de una corriente de aire filtrado que pasa continuamente por
dentro del receptéculo de la lampara (Manual Xenon Corp.).

La utilizacién de esta metodologia de descontaminacién en alimentos es una
técnica no térmica que hasta el momento se utiliza por su efecto letal sobre
microorganismos. Se demostré que tiene una gran efectividad para matar bacterias y
hongos y tiene un efecto mas poderoso y en menor tiempo al tratamiento con luz UV

continua (Takeshita y col., 2003).
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El poder germicida proviene de la conjuncién de efectos fotoquimicos y/o
fototérmicos. El mecanismo fotoquimico involucra el dafio en el ADN provocado por
la absorcién de la luz de la region UV-C, mientras que el fototérmico esta relacionado
al sobrecalentamiento provocado por la absorcion de luz en la regién visible-
infrarroja (Gémez-L6pez y col., 2007).

Las pruebas realizadas por Takeshita y col. (2003) compararon la inactivaciéon
de Saccharomyces cerevisiae utilizando luz UV-C continua y pulsada; en ambas
pruebas vieron que el dafio en el ADN fue esencialmente el mismo en ambos casos,
sin embargo, las células expuestas a la luz pulsada presentaron cambios estructurales
que no presentaban las células irradiadas con luz UV-C continua.

En el afio 2010, Tripathi y Mishra estudiaron la posible utilizacién de luz UV
continua conjuntamente con una degradacion enzimatica de alflatoxina Bs, aplicados
en tandem a polvo de morrén rojo. Observaron una reduccion del 77% luego de 30
minutos de exposicion y de un 87,8 % después de 60 minutos, no provocando este
tratamiento cambios cualitativos en el alimento tratado.

Debido a que es una tecnologia emergente, existe un nimero relativamente
pequefio de trabajos publicados que utilizaron luz pulsada, si bien estd clara la
eficacia en la destruccion de microorganismos, pero no se ha estudiado en

profundidad si puede afectar el contenido de micotoxinas.

I.2. FUMONISINAS

El aislamiento y la elucidacién de las primeras estructuras de las fumonisinas,

fue producto de una investigacién conjunta entre el “Programme on Mycotoxins and
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Experimental Carcinogenesis (PROMEC Unit) del “South African Medical Research
Council” (MRC, Tygerberg, Sudafrica), el “Council for Scientific and Industrial
Research” (CSIR, Pretoria, Sudéfrica) y el “Onderstepoort Veterinary Research
Institute” (Universidad of Pretoria, Sudafrica). El trabajo comenzé con la idea de
encontrar la etiologia del ELEM (sindrome de leucoencefalomalacia equina)
(Marasas, 2001).

El primer paso de este trabajo, fue aislar e identificar los hongos presentes en
los alimentos causantes de ELEM. Se encontr6 que predominaba el Fusarium
verticillioides (nombre actual de F. moniliforme). También se encontré relacion entre
este hongo y el edema pulmonar en porcinos (PPE) (Jaskiewicz y col., 1987; Makaula
y col., 1996).

A continuacién se evalu6 el posible papel de las toxinas producidas por este
hongo, en la etiologia del cancer esofagial humano (EC) en la regiéon de sur de
Transkei, Sudéfrica. La tasa de incidencia de EC en hombres y mujeres en esta region
se encuentra entre las mas altas del mundo, mientras que la tasa en la parte norte es
menor. El alimento bésico en ambas é&reas, es el maiz de cosecha propia,
encontrandose al F. verticillioides, como el hongo de prevalente en el maiz consumido
por los habitantes de las zonas con alta incidencia de la EC. Una de las cepas aisladas
fue denominada F. verticillioides MRC 826 y fue con la que se realizaron la mayoria de
los estudios subsiguientes.

Hacia 1984, el F. verticillioides MRC 826, demostré ser hepatocarcinogénico en
ratas y causante de carcinoma hepatocelular y colangiocarcinoma (cancer de las vias

biliares).
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Aunque las investigaciones quimicas, sobre la/s micotoxina/s producidas por
F. verticillioides MRC 826 comenzaron en Sudéfrica en julio de 1970, la naturaleza
quimica del metabolito/s responsable de ELEM todavia no se habia identificado en
1984 (Marasas y col., 1984).

Si bien se sabia que cepas de F. verticillioides eran capaces de producir,
deoxinivalenol, dcido diacetoxiscirpenol, fusérico, fusarinas A, B, C y D, fusariocinas,
giberelinas, moniliformina, toxina T-2, y zearalenona, la cepa MRC 826 aislada de
alimentos relacionados con las enfermedades nombradas, no produjo moniliformina,
tricotecenos o zearalenona (Kriek y col., 1981a; Kriek y col., 1981b)

Se hicieron estudios a corto y largo plazo en ratas con aislados de F.
verticillioides MRC 1069, conteniendo altos niveles de fusarina C, pero estos estudios
no demostraron que esta sustancia tuviera capacidad cancerigena en ratas. O sea que
este compuesto no era el causante de la capacidad cancerigena del F. verticillioides
MRC 826.

Finalmente en 1988, fue elucidada la naturaleza quimica del compuesto que le
da capacidad carcinogénica al F. verticillioides MRC 826. Estos compuestos fueron
denominados fumonisinas, aislando por primera vez en PROMEC fumonisina B:
(FB1) y la fumonisina Bz (FB2), las cuales resultaron promotoras del cancer en higado
de rata.

Sus estructuras fueron determinadas en colaboracién con el CSIR (Gelderblom
y col. 1983, 1984a, 1984b, 1986, 1988a; Kellerman y col., 1972; Marasas y col., 1976,

1981, 1984; Thiel y col., 1986; Wilson y col., 1985).
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I.2.1 Propiedades fisico-quimicas

Las fumonisinas son un grupo numeroso de micotoxinas, 28 andlogos fueron
caracterizados hasta el afio 2002, los mismos fueron separados dentro de cuatro
tamilias principales, serie B, C, A y P (Rheeder, 2002). Estos son compuestos polares,
solubles en agua y soluciones acuosas de metanol y acetonitrilo, pero no lo son en
solventes no polares.

Bezuidenhout y col. (1988) describen a FB1 como un sélido amorfo con un
punto de fusién de 103 a 105 °C, con una rotacién 6ptica [0]p de -28 ° (2 mg/ml en
agua). Por espectrometria de masas (EM), se han obtenido una relacién masa/carga
(m/z) de 721 para FBi (CasHsNOis) y una relacion m/z de 706 para FB:
(C34H50NO14).

FB1 es un diester de propano-1,2,3-acido tricarboxilico y 2-amino-12,16-
dimetil, 3,5,10,14,15-pentahidroxiicosano, donde los grupos hidroxilos de los C-14 y
C-15 estan esterificados con el grupo carboxilo terminal de los 4cidos tricarbélico
(figura 1.2)

FB1 es la fumonisina mas polar, presentando caracteristicas de zwitterion en

solventes polares debido a los grupos carboxilicos y al grupo amino en C-1.
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Figura I.2. Estructura de las fumonisinas
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PHFB1 RI=TCA R2=0H R3=H

Tomando como base la estructura de FBj, tenemos en la serie B fumonisina By,
Bs y Bs donde en estos compuestos homologos a FBi, su estructura tiene la pérdida
de un grupo hidroxilo, FB; en C-10, FB; en C-5 y FB4 sufre la perdida de ambos
hidroxilos. Recientemente se identificé FB¢ que es un isémero posicional de FB1 y
presenta los grupos hidroxilo en C3, C4, y C5 (Mansson y col., 2010).

La serie C asiladas a partir de maices con contaminacion visible de hongos, es
similar estructuralmente a la serie B, teniendo como diferencia la pérdida del grupo
metilo en C-1, FC; fue encontrada en maices contaminados naturalmente en una
proporcién del 1% respecto a FB1 (Nelson, 1993).

La denominada serie A, cuyas toxinas fueron aisladas a partir de siembras de
F. verticillioides en maiz entero, cuentan con la presencia del grupo N-acetil amida en
la posicion C-2.

En la serie P, que se aislé a partir de siembras de F. proliferatum en maiz, el

grupo amino de C-2 de la serie B es reemplazado por el grupo 3-hidroxipiridina.
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De la serie “B”, las mayores formas encontradas en maiz son FB: que
representa el 70-80% del contenido de fumonisinas B a partir de F. verticillioides,
seguida por FB> y FBs. La ocurrencia natural de otros andlogos ocurre en muy bajos
niveles, menos del 5% del total de las fumonisinas presentes (Nelson, 1993; Rheeder,
2002; Jackson y Jablonski, 2004).

Recientemente, se detectaron 28 isomeros de FBi en un cultivo de arroz
contaminado con Fusarium verticillioides que representaron el 2,8% del total de FB:
presente en el cultivo (Bartok y col., 2010b). Existen, por los diez centros quirales
presentes en FBi, 1024 probables estereoisémeros, que se pueden encontrar en
cultivos de distintas cepas.

McKenzie y col. (1997) aislaron una fumonisina del cultivo de F. verticillioides
NRRL 13613, la cual fue llamada iso- FB1 y difiere de FBs, en la presencia de un grupo
oxidrilo en C-4 en lugar que en C-5.

Se identificaron fumonisinas que no contenian acido tricarbédlico en sus
estructuras y en su reemplazo se encontraba el propano-1,2,3-acido tricarboxilico y 2-
amino-12,16-dimetil, 3,5,10,14,15-pentahidroxiicosano, donde los grupos hidroxilos
de los C-14 y C-15 estéan esterificados con el grupo carboxilo terminal de los acidos
cis-aconitico, oxalilsuccinico o oxalilfumarico, denominando a esta serie FBX (Bartok
y col., 2006).

Bartok y col. (2010a) describieron nuevas fumonisinas que son
significativamente menos polares que las mencionadas anteriormente. Se propuso
mencionarlas como EFB; o sea FB; esterificada y sugirié los nombres EFB; PA, iso-

EFB1 PA, EFB1 LA, iso-EFB1 LA, EFB1 OA e iso-EFB1 OA donde la estructura base de
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las fumonisinas estaba esterificada por acidos grasos: C16H3202 (palmitic acid, PA),
C18H3202 (linoleic acid, LA) y C18H3402 (oleic acid, OA). La cantidad total de estas

nuevas fumonisinas es del orden de 0.1% de la concentracién de FBs.

I.2.2. Especies productoras de fumonisinas

Se considera al género Fusarium como los productores por excelencia de estas
toxinas en maiz. Dentro de este género las mas importante son, Fusarium verticillioides
(anteriormente conocido como F. moniliforme), F. proliferatum, F. subglutinans, F.
thapsinum, F. anthophilum y F. globosum, estas especies pertenecen a la seccién Liseola.
Otras cinco especies pertenecen a la seccion Dlaminia son, F. nygamai, F. dlamini, F.
napiforme, F. andiyazi y F. pseudonygamai. Las dos especies restantes son F. oxysporum y
F. polyphialidicum correspondientes a las secciones Elegans y Arthrosporiella
respectivamente. De estas especies, solo F. verticillioides y F. proliferatum, se han
asociado a contaminacién de productos maiz por fumonisinas (Nelson y col., 1992;
Rheeder y col., 2002; Marin y col., 2004).

A pesar que algunas especies del genero Fusarium estdn relacionadas con la
contaminacion por fumonisinas en cereales, Mirocha y col, en el afio 1996 informaron
que Alternaria arborescens patégeno del tomate era capaz de producir fumonisinas, sin
embargo esto no pudo ser confirmado posteriormente.

Las temperaturas 6ptimas de crecimiento de F. verticillioides se encuentran
entre 22,5 a 27,5°C, tolerando este hongo temperaturas de 37°C y 2,5°C. A pesar que
su desarrollo optimo es a aw=0,87 y 25°C, la méxima produccién de micotoxinas se

produce por encima de una actividad de agua de 0,92 (Pitt y Hocking, 1997).
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La mayor parte de la contaminacion con fumonisinas ocurre a nivel de campo,
donde F. verticillioides puede infectar la planta de maiz durante cualquier etapa de
desarrollo de la misma (Munkvold y Desjardins, 1997). Marin y col. (2004) han
mostrado que el contenido de fumonisinas puede incrementarse cuando el
almacenamiento es defectuoso

La distribuciéon de F. verticillioides es amplia, encontrdndose en paises de
climas htmedos, templados, subtropicales y tropicales, pero no es comtn en zonas
de clima frio (Pitt y Hocking, 1997).

F. proliferatum, la otra especie perteneciente al género Fusarium importante en
la produccién de fumonisinas, es un hongo que puede ser aislado a partir sustratos
distintos al maiz, como puede ser, sorgo, arroz y esparragos. Se caracteriza por
producir una amplia variedad de micotoxinas entre las que se puede menciona a
beauvericina, fusaproliferina, dcido fusarico, fusarinas, moniliformina y fumonisinas.
Las velocidades de crecimiento a diferentes temperaturas y aw son similares a las de
F. verticillioides, produciendo una mayor contaminacién a 25°C y a aw altas (Pitt y
Hocking, 1997).

Frisvad y col. (2007a) detectaron por primera vez FB: en cultivos de Aspergillus
niger. Posteriormente se demostré que las cepas de A. niger pueden producir FBy y
FBs en las uvas y las pasas (Morgensen y col.,, 2010), y también FB; en el café
(Noonim y col., 2009).

Mansson y col. (2010) aislaron una nueva fumonisina FBs, junto con FB> de

cultivos estacionarios del hongo A. niger NRRL 326.
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Las FBs presentan caracteristicas similares con otros micotoxinas, como son las
producidas por Alternaria alternata f.sp lycopersici, que produce AAL toxina TA y
AAL toxina TB. Estas fitotoxinas presentan en sus moléculas grupos acidos
tricarboxilicos al igual que las FBs (Nelson y col., 1993; Riley y col., 1993). Otros
metabolitos relacionados son aquellos producidos por Aspergillus fumigatus, quien se

caracteriza por producir esfingofunginas A, B, Cy D y fumifungina (Scott, 1993).

I.2.3 Toxicidad

Las fumonisinas fueron descubiertas en Sudafrica a partir de cultivos de F.
verticillioides tratando de identificar las posibles causas de incidencia de céncer
esofdgico en la region de Transkei, como fuera mencionado en I.2. (Scott, 1993).

Como ocurre habitualmente, se han detectado diversas epidemias en animales
relacionadas con el consumo de maiz contaminado por fumonisinas. La
leucoencefalomalacia equina (LEM o ELEM), es una patologia frecuente en el
ganado equino, que se manifiesta ante el consumo de raciones contaminadas con F.
verticillioides y / o fumonisinas (Morgavi y Riley, 2007).

Por otra parte, se ha demostrado que raciones contaminadas son cardiotoxicas,
causando edema pulmonar en cerdos.

Pareceria que otras especies son menos susceptibles, tales como patos y pollos,
en comparacion con equinos, cerdos, conejos o roedores de laboratorio. Esta
diferencia de toxicidad se refleja en los diferentes niveles méaximos aceptables

sugeridos de contaminacién de maiz y productos a base de maiz, en raciones de
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animales propuestos en Guias del Centro de Seguridad Alimentaria y Nutricién de
USDA (2009) y las Guias y Reglamentaciones de la Comunidad Europea (C.E., 2009).
Las fumonisinas han sido evaluadas por la Agencia International de
Investigacion de Cancer (IARC, 2002), que concluye que es insuficiente la
informacion para clasificarlas como carcinégenas en humanos. La evaluacion
realizada por dicha agencia llevé a la clasificacién de estas micotoxinas dentro del
grupo 2B (IARC, 2002). El Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios vy
Contaminantes de la FAO/OMS (Joint Expert Committee in Food Additives, JECFA)
sugiere una ingesta tolerable méxima de 2 pg de fumonisinas B1, B2 y Bs solas o en

combinacion por kg de peso corporal por dia (WHO, 2002).

I.2.3.1. Mecanismos de actividad bioquimica

Las fumonisinas son estructuralmente similares a los esfingolipidos, en la
tigura 1.3 se puede observar las estructura de cuatro de estos compuestos. En la
actualidad, se han identificado mas de 300 esfingolipidos y todos ellos contienen una
cadena larga (esfingoides) espina dorsal de base, cumpliendo funciones estructurales
y actuando como reguladores de un namero de funciones celulares.

Los esfingolipidos se sintetizan a través de una via de novo (figura 1.4). El paso
principal, incluye la formacién de esfingonina, la cual es transformada en
dihidroxiceramida y ceramida, por medio de la enzima N-aciltransferasa (ceramida
sintetasa). La ruta de formacién de los esfingolipidos, implica la hidrélisis de los
esfingolipidos complejos a la ceramida y a continuacién a esfingosina. Los primeros

pasos de la biosintesis de la ruta, la condensacion de serina y palmitoil-coenzima A
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(CoA), formando ceramidas, tienen lugar en el reticulo endoplasmico. El tratamiento
posterior de la ceramida, se produce en el reticulo endoplasmatico y aparato de
Golgi, mientras que la degradacion de los esfingolipidos complejos se lleva a cabo en
los lisosomas, endosomas, y la membrana plasmaética. Por dltimo, la degradacion de

las bases libres esfingoides se produce en el citosol.

Figura I1.3. Estructura de cuatro esfingolipidos
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Debido a la similitud estructural de la fumonisina B1 y los esfingolipidos, se
plante6 la hipétesis que FBj, altera el metabolismo de estos lipidos. Primero se puso
de manifiesto que FB1 puede inhibir la biosintesis de esfingolipidos en hepatocitos de

higado de rata, y que la enzima ceramida sintetasa, juega un papel importante en
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Figura I.4. Esquema simplificado de la sintesis de novo esfingolipidos y los sitios de
la accion de FB1 (Adaptado de Stockmann-Juvala y col. 2008)
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este camino metabodlico. Este resultado fue confirmado en una serie de
estudios que demostraron que FB1, puede elevar los niveles de esfinganina en orina y
de esfingosina en suero, en ratas alimentadas con piensos contaminados con esta
toxina. Los niveles de esfinganina se incrementaron en rifién, higado e intestino
delgado, en ratones a los que se les administro FB1 por via subcutdnea y en ensayos

en vitro con células epiteliales de rifidn.
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La inhibicion de ceramida sintetasa por parte de FBi, trae aparejado el
incremento de los niveles de esfingonina, que normalmente estd presente en las
células en concentraciones muy bajas (0,5-3 nmol / g de peso hiimedo). La enzima
ceramida sintetasa es también responsable de la reacilacién de esfingosina, en la
formacion de los esfingolipidos complejos, aunque estos efectos generalmente
ocurren en una etapa tardia, cuando hay muerte celular extensa y la ruta de los
esfingolipidos fue interrumpida (Bezuidenhout y col., 1988; Enongene y col., 2000;
Merrill y col., 1997; Merrill y col., 2001; Riley y col., 2001; Wang y col., 1991, WHO,

2000).

1.2.3.2. Efectos en los seres humanos - Cancer Esofagico

Estudios epidemiolégicos en varios paises de diversas regiones del mundo
han revelado que la incidencia de céncer esofagico humano y la presencia de F.
verticillioides parecen correlacionarse. Los estudios llevados a cabo en Sudafrica y
China muestran que los niveles significativamente mas altos de F. verticillioides, asi
como las concentraciones de FB1 y FBy, se producen en el maiz que crece en areas con
alta incidencia de cancer de eséfago en comparacién con el maiz en baja zonas de
riesgo (Jaskiewicz y col., 1987; Makaula y col., 1996); también se observé en estudios
con poblaciones que viven en zonas con una alta incidencia de cancer del es6fago en
Iran, Italia, Kenya, Zimbabwe, Estados Unidos, y Brasil, por, lo que se sospecha una
asociacion epidemiol6gico entre la presencia de cancer y la ingesta de fumonisinas.

Aunque los niveles elevados de esfingolipidos se cree que funcionan como

marcadores biolégicos de la exposiciéon FB1, los distintos estudios, no muestran una
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asociacion significativa entre los esfingolipidos suero y el riesgo de cancer de es6fago

(Abnet y col., 2001; Chu y Li., 1994; Sydenham y col., 1990; WHO, 2002).

1.2.3.3. Defectos del tubo neural.

El defecto del tubo neural (NTD), es una patologia caracterizada por defectos
embrionario del cerebro y la médula espinal resultado de la falla en el cierre del tubo
neural. Entre 1990-1991 se produjo a lo largo de la frontera Texas-México un brote
epidémico de NTD, por lo que los epidemidlogos sugirieron que podria deberse a los
altos niveles de FB1 observados en maiz en las cosechas de afios previos en esas
regiones. Missmer y col. (2006) informaron, que la exposicion a FBs, calculada a
partir de la relacion esfingonina/ esfingosina posparto y del recuerdo de la madre de
la ingesta de tortilla de maiz antes de la gestacion y durante el primer trimestre,
parece incrementar el riesgo de defectos del tubo neural. El consumo moderado de
tortillas, en comparacién con un bajo consumo de tortillas durante el primer
trimestre fue significativamente asociado con un riesgo mayor de tener un embarazo
afectado por defectos del tubo neural. Algo similar ocurre en ciertas regiones de
China y Sudéfrica, con un consumo de maiz de alto, que presentan elevada
prevalencia de defectos del tubo neural.

Por otra parte, los estudios epidemiolégicos y ensayos clinicos han indicado
que la deficiencia de folato puede ser un factor de riesgo para NTD; por lo tanto, se
ha propuesto que la interrupcion del metabolismo causado por FB:1 en la biosintesis
de esfingolipidos puede afectar a la captacion de folato y dar lugar a un mayor riesgo

de defectos del tubo neural.
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1.2.3.4 Leucoencefalomacia en equinos (LEM)

Esta patologia se manifiesta en caballos, burros y mulas, y se caracteriza por la
licuefaccion y necrosis de la materia blanca de uno o ambos hemisferios cerebrales.
Clinicamente se puede observar apatia, apariencia de somnolencia con lengua
sobresalida, reticencia a ir marcha atrds y ataxia. Los signos de desorden nervioso se
vuelven mas pronunciados a medida que pasa el tiempo, el animal ataca objetos
aparentemente por la falta de la comprension ante la falta de la vision, presenta
ceguera y dificultad al caminar (“blind staggers”). Finalmente, el animal puede
volverse extremadamente excitable, durante este periodo de delirio puede correr
violentamente en objetos tales como cercas. La muerte puede producirse en medio de
movimientos violentos de los miembros. El curso de la enfermedad desde el
comienzo de signos clinicos puede ser extremadamente rdpido (menos de 7 horas), o
pueden pasar varios dias hasta la muerte del animal. Este deceso fatal aparentemente
es solo causado en equinos. Se la denominado enfermedad de maiz hongueado,
leucoencefalitis, enfermedad por tallos de maiz, encefalomielitis, enfermedad del
forraje y meningitis cerebroespinal (Wilson y col., 1990).

Wilson y Maronport (1971) establecieron la asociacién del F. verticillioides con
el LEM, después de comprobar que este hongo era el predominante en los aislados
de los alimentos de los caballos que presentaron dicha enfermedad; asociacion
comprobada experimental., ya que a caballos a los que se les administré directamente
al estébmago F. verticillioides MRCB82 que se aislé6 de maiz, desarrollaron una severa

toxicidad hepatica y edema leve de cerebro, estudios sugieren que estos sintomas son
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producidos en altos niveles de las dosis administradas, pero que a bajas dosis los
sintomas serian una hepatotoxicidad moderada y severos dafios cerebrales. Sin
embargo, sintomas de lesion en el sistema nervioso central y en el higado en ausencia
de pardmetros elevados en suero y sin ocurrencia del LEM, son observados en
caballos con alimentos naturalmente contaminados con fumonisinas a niveles bajos.

Un caballo inyectado con FB; purificada siete veces durante los primeros 9
dias de un experimento, desarrollaba el dia 8 los sintomas clinicos, nerviosismo
seguido por apatia, una postura con las extremidades muy abiertas, temblores, la
ataxia, la renuencia a moverse, paralisis de la parte inferior del labio y lengua, y una
incapacidad para comer o beber.

Cuando al caballo al dia 10 se le practicaba la eutanasia, las principales
lesiones eran: edema severo del cerebro y una temprana bilateralmente y simétrica,
necrosis focal en la médula oblongada.

En un experimento posterior, el LEM era inducido por la administracién oral
de FBi. Dos caballos eran dosificados y desarrollaban signos de nerviosismo tal como
apatia, cambios en temperamento, la falta de coordinacion, la caminata en objetos, y
pardlisis de los labios y lengua. Caracteristico de lesiones por LEM estuvieron
presentes en los cerebros de ambos caballos, estos estudios posteriores al aislado del
F. verticillioides, demostraron sin lugar a duda que las fumonisinas son las causales de

los sintomas de esta enfermedad (Nelson y col., 1993; Riley y col., 1993).
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1.2.3.5 Edema pulmonar porcino

Kriek y col. en el afio 1981, informaron que el edema pulmonar en cerdos, es
causado por la ingesta de alimentos producidos con maices infectados con F.
verticillioides. Un reporte posterior de Harrison y col. (1990) mostraron en el sudoeste
del estado de Georgia, la relacién entre F. verticillioides, y la presencia de epidemias
de esta patologia que acarredé la muerte de 34 cerdos maduros. El analisis
anatomopatolégico mostré cambios que incluian edema pulmonar extremadamente
marcado e hidrotérax masivo; las cavidades toracicas se encontraban llenas con un
liquido amarillo.

Otros estudios epidemiolégicos mostraron que el punto en comun, era la
alimentacién con residuos de maiz, provenientes de la cosecha del afio anterior. La
muerte empezo cerca de 5 dias después de la primera dosis y ces6 24 hs después de
cambiar dicho alimento; verificAndose la presencia de F. verticillioides en las muestras
de alimentos, recogidas en las granjas, donde se produjo la epidemia. Estudios
preliminares mostraron una concentracion de FB; entre 105 y 155 pg/g en los
alimentos, adicionales estudios en el cual le inyectaron a un cerdo FB1 y FBy, les
provoco la muerte al quinto dia, este cerdo mostr6 edema pulmonar y lesiones
similares a las observadas en los animales muertos en las granjas fumonisinas (Riley
y col., 1993).

Durante 1989 se reportaron numerosos brotes de edema pulmonar en
porcinos, la mayoria de los alimentos consumidos por estos animales, habian sido
producidos con maiz de la cosecha de ese afo, altamente contaminados con F.

verticillioides. Los aislados de F. verticillioides de estas semillas produjeron altas
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concentraciones de FB1 (900-2350 pg/g). Estos datos indicaron que FB; era la causa

probable de esta enfermedad (Nelson y col., 1993; Riley y col., 1993).

I.2.4. Ocurrencia Natural

Pitt y Hocking (1997), como fuera planteado en 1.2.2, no consideraban la
posible contaminacién por fumonisinas en climas frios. En general algunas
micotoxinas, se encuentran por restricciones causadas por condiciones climaticas
limitada su distribuciéon geografica. Las especies de Fusarium se caracterizan por ser
cosmopolitas, encontrandose en regiones de climas templados y tropicales, en zonas
desérticas y darticas, como asi también en regiones alpinas. Debido a esta
particularidad pueden colonizar una gran variedad de sustratos ya que poseen
mecanismos que le permiten trasladarse rapidamente en el tiempo y en el espacio
(Etcheverry, 1992).

Actualmente se ha confirmado la presencia en todo el mundo del F.
verticillioides, por ello no es de extrafiar que las fumonisinas se encuentran
distribuidas por todo el mundo.

F. verticillioides y F. proliferatum, principales productores de fumonisinas, no
solo se encuentran en la planta de maiz, sino también en los residuos que
permanecen en suelos de campos de areas templadas (Cotten y Munkvold, 1998;

Logrieco y col., 2002).
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Tabla I.5. Ocurrencia mundial de fumonisinas en cereales.

Producto | Detectado/total Rango Pais
FB1:22/110 FB1: nd-2.66 pg/g .
FB.:0/110 FB2:nd Turquia (2006)
TFBs: 30/92 TFBs: 0.3-273 ug/g Turquia (2004)
FB1:10/20 FB1: 10-5960 pg/kg Marruecos (2007)
FB1:19/57 FB1: 10-780 pg/kg Egipto (2003)
FB1: 6.99/60 FB1: 127-359 ng/kg _
FB2: 5.01/60 FBx: 60-153 pg/kg Espana (2007)
Maiz FB1: 18/27 FBi1: 48-918 mg/L Croacia (2005)
FB1: 80/184 FB1: 0.21-3.30 ug/g China (2008)
TFBs: 24/31 TFBs: nd-34700 pg/kg Argentina (2007)
FB1:10/10 FB1: 0.3-1.5 pug/g Costa de Marfil (2006)
FB1: 49/49 FB1: 142.2-1377.6 ng/kg .
FBy: 3/49 FB: 68.4-3084.0 pg/kg Croacia (2005)
TFBs: 96/196 TFBs: 2242 pg/kg (max) Brasil (2007)
FB: 0/6 FB: nd Canada (2003)
FB: 41/42 FB: 0.012-0.84 pg/g Argentina (2002)
FB1:0/19 FB1: nd .
Trigo | FBx0/19 FBy: nd Turquia (2006)
FB1: 4/210 FB1: 12 ug/g S. Africa (2006)
Cebada FB: 0/10 FB: nd Canada (2003)
FB1:0/1 FB1: nd .
Avena | FBx0/1 FB: nd Turquia (2006)
FB: 0/5 FB: nd Canada (2003)
FB1: 0/31 FB1: nd y
FBa: 0/31 FB2: nd Turquia (2006)
Arroz FB.: 0/10 FB1: nd Costa de Marfil (2006)
FB1:2/88 FBi1: 48.2-60.6 ug/kg Corea (2005)
FB:1/25 FB: 10 pg/kg Canada (2003)
Producto | Detectado/total Rango Pais
. | FB1:52.52/202 | FB1:0.010-2.870 pg/g .
Cereal ® g 70.7/202 | FBy: 0.010-0.790 ug/g Italia (2003)
Cereal ** | FBs: 30.08/32 FBs: 1-1110 pg/kg Francia (2005)

Adaptado de Yazar, S. y Omurtag, G. (2008)

* Productos comercializados en base a cereal
** Alimentos para el desayuno en base a cereal
TFBs: Fuminisinas Total
nd: no detectado
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La cantidad de inéculo contaminante presente en el campo es muy dificil de
determinar, ya que surge de los residuos de maiz presentes de otra cosecha, de
semillas infectadas y del suelo mismo (Maiorano y col., 2009). El modo de siembra
conocido como siembra directa, permite una drastica reduccién de la erosién y
degradacion del suelo y se puede lograr un mayor contenido de agua en el suelo,
pero conduce a una mayor contaminacién por fumonisinas, debido a la alta cantidad
de inoculo presente.

Como se puede observar en la tabla 1.5., en el maiz se encuentran las mayores
contaminaciones por fumonisinas, si comparamos con otros cereales. El maiz,
alimentos y piensos confeccionados sobre la base de maiz, son los mas contaminados
y estudiados hasta el momento. También se aislo estas micotoxinas en: avena negra,
pasto para forraje, sorgo, frijoles, arroz y tallos de cafia de azdcar entre otras matrices
(Nelson y col, 1993; Jackson y Jablonski, 2004).

Estudios de maduracién del maiz, encontraron que los mayores niveles de
formacioén de la toxina ocurren en las etapas de dentado de la mazorca. A pesar que
la biosintesis de las fumonisinas ocurre principalmente en el campo, hay reportes que
informan la formacion de estas toxinas durante el almacenamiento de los granos, si
estos se guardan condiciones inadecuadas de temperatura y humedad (Jackson y
Jablonski, 2004).

En general los factores que més afectan la produccién de fumonisinas, son
debido a situaciones de estrés de la planta, como por ejemplo por lesiones

producidas por insectos, contenido de humedad no 6ptimo de los suelos, muy altas
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temperaturas durante el dia y deficiencia de nutrientes en los suelos (Jackson y

Jablonski, 2004).

I.2.5. Procesos y su estabilidad frente a ellos

Durante ciertos procesamientos de los alimentos, las fumonisinas pueden
tener cambios en sus estructuras. Las toxinas pueden ser metiladas, acetiladas y
ademas sufrir hidrélisis en presencia de HCl 6M, NaOH, KOH y Ca(OH): para
obtener los 4acidos tricarboxilicos y los correspondientes productos hidrolizados
(HFBx) o los derivados parcialmente hidrolizados (PHFBx a y PHFBx b) (Sydenham y
col., 1995, Dombrink-Kurtzman y Dvorak, 1999).

La nixtamalizacién, es un tratamiento tradicional con hidréxido de calcio, para
producir tortilla de harina de maiz. Este tratamiento, produce compuestos que se
conocen, dependiendo de los trabajos cientificos, como aminopolioles (APx), o como
fuera mencionado en la frase anterior, fumonisinas parcialmente hidrolizadas
(PHFB), cuando sufre la pérdida del acido del C14 o del C-15 o fumonisinas
hidrolizadas (HFB), cuando durante el procesamiento la estructura pierde ambos
grupos acidos (Poling y Plattner, 1999; Syndeham y col., 1992; Scott 1993).

En un estudio del afio 2003, Abd Alla y col, encontraron que, en la
preparaciéon de pan con harina de trigo contaminada, por agregado de FBi, los
niveles de contaminacién de dicha toxina se redujeron entre 27,6 y 42,3% después de
la coccion del pan y justificaron esta reduccion a una combinacién del efecto térmico

y la fermentaciéon por accién de las levaduras. Actualmente se considera que en las
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condiciones normales de fermentaciéon para la producciéon de pan no se produce
reduccion de las fumonisinas por las levaduras.

Anteriormente, Dupuy y col. (1993), manifestaron la dificultad de concluir si la
reduccién en la concentracion de FB: presente en un alimento donde se aplica un
tratamiento térmico, se debe a ese efecto térmico, o a la dificultad en el anaélisis,
debido al bloqueo del grupo amino primario por la matriz donde se encuentran.

El horneado, fritura y extrusiéon del maiz a temperaturas mayores de 190°C,
reduce la concentracién de fumonisinas (Humpf y Voss, 2004). Sin embargo esta
reduccion no se sabe con certeza, como se menciond, si es producto de la
descomposicion de las fumonisinas o por unién de estas a proteinas, aztcares u otros
componentes presentes en la matriz. Seefelder y col. (2001) mostraron que entre el 70-
90% de la FB; adicionada, se pierde cuando el maiz es sometido a extrusion.

Los aductos que se forman durante el procesamiento de materias primas con
el fin de obtener productos elaborados han sido tratados de indentificar y entre estos
trabajos se puede mencionar los de Howard y col. (1998) y Poling y col. (2002). Ellos
aislaron durante los procesamientos térmicos, en alimentos con alto contenido de
fumonisinas y azdcares reductores dos derivados diferentes de FBi: N-
(carboximetil)FB1 (NCMFB1) y N-(deoxi-D-fructosa-1-yl)FB1 (NDFFB:). La NDFFB; y
la NCMFB1 son productos importantes durante la reaccién de Maillard que involucra
a la FB1 y el aldehido del aztcar reductor. Asi se forma una base de Schiff estable
gracias al aporte del grupo alifatico amino primario de la FB1 (Murphy y col., 1996).
La NDFFB; es el andlogo formado por el reordenamiento de Amadori a partir de la

base de Schiff glucosa-FBi1, mientras que se forma NCMFB; debido a su oxidacién
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(Kim y col,, 2003). Al grupo amino primario de la molécula de FB: se lo ha
caracterizado como esencial para ejercer su toxicidad (Gelderblom y col., 1993;
Norred y col., 2001). Por lo tanto, al carecer estos aductos de dicho grupo primario,
presentarian una menor toxicidad. Ademas, la sustitucién con el grupo carboximetil,
debe inhibir la interaccién de las fumonisinas con las ceramida sintetasa, que es la
principal causa de toxicidad de estas micotoxinas (Dall” Asta y col, 2010).

Seefelder y col. en el afio 2003, incubaron FB:; y HFB: con, [-d-glucosa y
sacarosa (como modelos de mono y disacaridos), metil B-d-glucopiranosa (como
modelo de almidén) y con N-a-acetil-L-lisina metil ester y BOC-L-cisteina (como
modelo de proteina). FB1 dio productos de conjugaciéon con sacarosa, glucopiranosa y
con las proteinas, concluyendo que tiene gran relevancia la presencia de los grupos
TCA en la formacién de estos compuestos de conjugacién, ya que HFB1 no formé
ninguno de estos compuestos de adicion.

También se han descripto otros compuestos, producto de la unién de las
fumonisinas a la matriz del alimento incluyendo FBs a los acidos grasos. La unién se
lleva a cabo por reaccion del &cido tricarbalico de la cadena lateral con los
aminoécidos (especialmente lisina y cisteina) a través del grupo amino o sulfhidrilo
(PBFB1); con hidratos de carbono a través del grupo oxhidrilo o eventualmente con
acidos grasos (Dall’Asta y col., 2010). En la Figura 1.5 se observan algunos ejemplos de
tipos de unién.

Seefelder y col. (2001, 2003) lograron preparar FB; unida a lisina o cisteina y
también unida a glucosa via el TCA. Lo que demuestra la posibilidad que esos

compuestos se obtengan durante el procesamiento del maiz.
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Las fumonisinas unidas a aminoécidos o a proteinas (PBFB) se pueden extraer
con detergentes que solubilizan las proteinas. Las fumonisinas unidas, ya sea a
proteinas, a almidén o a otros compuestos de la matriz constituyen las fumonisinas
unidas totales (TBFB). Tanto PBFB como TBFB son susceptibles de ser hidrolizadas

con KOH.

Figura 1.5 a. Fumonisina B1 unida a almidén; b. unida a proteinas (PBFB:1)
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En un estudio Shier y col. (1997) utilizando FBi, previamente marcada con
tritio, agregada a una masa de maiz que fue cocinada, encontraron solo un 37% de la
fumonisina con los métodos de analisis convencionales para FBs. Pero se extrajo un

46% mas con la utilizacion de 2% de duodecil sulfato, una solucién detergente
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utilizada para la disolucién proteica, verificando la formacion de aductos entre las
proteinas y las FBs. Los autores proponen que la unién se presenta previa activacion
de la FB; por pérdida de agua produciendo un anhidro, el cual puede luego
reaccionar con grupos funcionales del almidén o las proteinas, tales como grupos
tioles, amino e hidroxi. Posteriormente Seefelder y col. (2003) determinaron los tipos
de unién que se presentaban entre las fumonisinas y el almidén o las proteinas,
confirmando lo afirmado anteriormente que se pueden conjugar con ellos a partir del
acido tricarboxilico.

Se encontré una baja recuperacion de las fumonisinas libres durante la
extraccion de estas, en productos procesados de maiz. No encontrandose productos
de hidrdlisis en estas matrices procesadas. La presencia de color marrén hizo
suponer que habian ocurrido reacciones tipo Maillard, los productos de esta reaccion,
no son detectados en los métodos analiticos utilizados en fumonisinas, debido al
bloqueo del grupo amino, el cual se necesita en la determinacién por medio de la
derivatizacion con ortoftaldialdehido (OPA) (Castello y col., 2001; De Girolano y col.,
2001; Meister, 2001; Pifieiro y col., 1999). Para poder determinarlas se debe romper
esa union mediante una hidrolisis, pudiéndose reconocer y derivatizar la FB liberada
como HFB (Murphy y col.,, 1996, Seefelder y col., 2001, Kim y col., 2003). Las
fumonisinas unidas podrian también ser liberadas en el tracto gastrointestinal y por
lo tanto es importante su andlisis para determinar su biodisponibilidad y toxicidad
en el humano. El N-(carboximetil)-FB1, no explica la perdida de fumonisina durante
los procesos de calentamiento, ya que la formacién de este producto se produce en

muy baja concentracién (Seefelder y col. 2001)
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Kim y col. (2003) comprobaron que la “perdida” de fumonisinas durante el
proceso de extrusion de la harina de maiz, se debe a la interaccién de las fumonisinas
con los macro constituyentes de los alimentos, como son las proteinas y los polimeros
de hidratos de carbono como es el almidén. Luego del tratamiento con SDS se
obtenia més de 2,6 veces la cantidad de fumonisinas que se obtuvo por simple
extraccion y adjudican la pérdida de las fumonisinas durante los procesos térmicos a
la unién de estas micotoxinas con las proteinas.

En el afio 2003, Kim y col., nombran al efecto de no detectar las fumonisinas

como formas escondidas (“hidden”).

I.2.6. Molienda seca y htimeda de maiz

1.2.6.1 Maiz

Las mazorcas mas antiguas, fueron halladas en Méjico, en la cueva de Guila
Naquitz, en Oaxaca, las mismas tienen alrededor de 6250 afios.

Al encontrarse este cereal en tierras donde el clima no le era favorable, se lleg6
a la conclusién que los botdnicos Aztecas, fueron capaces de manejar los granos y
formar hibridos adecuados.

Se cree que el proceso de domesticacion que lo transformé de una planta
silvestre a una cultivada comenzo en la cuenca del rio Balsas entre dos y tres mil afios
antes, y que el maiz se propag6 hacia el norte y sur de América cuando atn no se
cumplian mil afios del inicio de su domesticacion. Después del primer viaje de

Cristobal Colén, el maiz se difundié por todo el mundo. Ahora se cultiva en 134
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paises, y es junto con el arroz y el trigo, uno de los cereales més importantes del
planeta.

Su nombre proviene de la lengua de los indios tainos de las islas del Caribe, y
literalmente significa “lo que sustenta la vida”.

El paciente manejo de los grupos humanos, que generacién tras generacién
han seleccionado y transformado las semillas, convirtieron al maiz en una planta con
versatiles cualidades, por eso tiene multiples usos en varias etapas de su desarrollo.
Es fundamental como alimento para seres humanos y animales, esencial como
materia prima para producir almidoén, aceite, bebidas alcohdlicas, edulcorantes
alimenticios y desde hace poco tiempo, biocombustibles.

Existe actualmente una gran cantidad de variedades de maiz, entre los mas
destacados se encuentran flint o plata, dentado, duro, blando o harinoso, dulce,
pisingallo (maiz reventén o maiz para pochochos) y envainado entre otros.

Argentina es un pais productor agropecuario por excelencia, dentro de todo
este espectro, el maiz es uno de los principales productos. Indicadores de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos de la Republica Argentina
(SAGPyA), muestra que en la campafia 2005/06 se sembraron un total de 3.180.000
hectareas, representando una disminucién del 6,5% (avance de la soja por medio),
respecto de la campafia anterior, donde se produjeron 14.000.000 tn, estimada esta
produccién representa una disminucién del 29,3% respecto de la campafia anterior y
dentro del MERCOSUR es el 25,2% de la produccién de la regiéon (SAGPyA a).

El destino de la produccion se descompone de la siguiente manera:
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* 64 % mercado externo (9.300.000 ton), siendo Argentina el segundo exportador
mundial de maiz, detrds de EEUU.

* 28,8% se destind a la alimentaciéon animal (4.200.000 ton), que previo a su
utilizacion puede sufrir una transformaciéon no industrial (partido o molido
grueso), y posible integracion en mezclas, a los fines de su mejor
aprovechamiento. Dentro de este rubro se encuentran la fabricacion de
alimentos balanceados y el utilizado directamente en chacra.

* 7,2% (1.050.000 ton), se destiné a dos tipos de procesos: la molienda seca y la

molienda htmeda (SAGPyA b).

En la campana 2007/08 la cosecha habia sido de 22,0 millones de toneladas y
la Bolsa de Cereales calculé la producciéon de maiz 2010/11 en 20 millones de

toneladas.

1.2.6.2. Molienda seca

La molienda seca tiene por objeto separar las distintas partes que componen el
grano de maiz, y a partir de éstas, obtener diferentes productos. Estos, segin la
porcion del grano de donde provienen, su granulometria y tenor graso, pueden ser
agrupados en:

Del endospermo:
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* Trozos gruesos: destinados a la elaboracion de copos (“corn flakes”) y
cereales de desayuno. Granulometria entre 3300 y 5500 micrones. Materia grasa
inferior al 0,9%.

* Trozos medios: utilizados en la produccién de alcoholes y bebidas
alcohélicas y/o en la obtencion se sémolas y harinas luego de un proceso previo de
refinamiento. Calibre entre 2200 y 3300 micrones. Materia grasa por debajo del 1,8%.

* Trozos finos: para la elaboracién de sémolas y harinas. Calibre de 1000 a 2200
micrones. Materia grasa menor al 3,0%.

* Sémolas: obtenidas a partir de la refinacion de los trozos de endosperma

citados precedentemente.

Estas se pueden subdividir en:

* Sémola para cerveceria: granulometria entre 350 y 1200 micrones. Materia
grasa del 0,6 al 0,8%.

* Sémola para expandidos: con ella se elaboran productos de copetin (chizitos).
Granulometria entre 450 y 1200 micrones. Materia grasa inferior al 0,9%.

* Sémola para polenta: granulometria entre 350 y 1100 micrones, materia grasa
menor al 1,2%.

* Sémola pre cocida: granulometria entre 350 y 1300 micrones, materia grasa

inferior al 0,7%.
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* Harina comun: utilizada en la elaboracion de galletitas, alfajores, bizcochos,
revocadores, etc. Granulometria menor a 300 micrones. Materia grasa inferior al
2,5%.

* Harina para alimentacién animal: pura, en mezclas o formando parte de

balanceados.

De la cascara:

* Salvado: a partir del cual se elaboran diferentes productos panificables.
* Germen: cuyo destino es la extraccién de aceite comestible. Materia grasa

menor al 26,0%.

Los rendimientos industriales variardn de acuerdo a la tecnologia empleada y
al tipo comercial de la materia prima utilizada.

Existe una marcada preferencia por parte de este sector industrial en
demandar maices del tipo comercial flint, pues en el proceso de molienda se logran
rendimientos superiores a los obtenidos con maices sedimentados y dentados.

Entre los principales factores que disminuyen los rendimientos industriales y

la calidad final del producto obtenido se pueden mencionar:

* La molienda de partidas de maiz mezcla de diferentes calidades.

* La presencia de altos porcentajes de granos quebrados.
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* El secado a altas temperaturas, que aumentan las fracturas internas de los
granos.
* La susceptibilidad a la rotura de los granos.

* La dureza del endosperma de los granos.

Experiencias realizadas, tanto en nuestro pais como en el exterior, demuestran
que los rendimientos industriales obtenidos a partir de maices flint en la molienda

seca, son superiores a los obtenidos con maices dentados (SAGPyA c)

1.2.6.3. Molienda htimeda

El proceso de molienda htimeda recibe esta denominacién pues el grano de
maiz, previo a su ingreso al molino propiamente dicho, es sometido a un proceso de
maceraciéon con agua sulfurada, que facilita la separacién de los diferentes
componentes del mismo, debido a la generacién de procesos enzimaticos, que no
pueden ser cortados o detenidos. Por ello los molinos funcionan en forma
ininterrumpida los 365 dias del afio.

Los productos primarios obtenidos del proceso de molienda himeda son los
siguientes: almidon (67,0%), germen (9,0%), fibra o gluten leed (16,0%), gluten mal
(8,0%)

Pocos son los productos primarios derivados de la molienda que puedan ser
comercializados en forma directa, sin haber sido procesados previamente, excepto
casos como el de la maicena (almidén en estado puro) y el kero (especie de miel

formada por fructosa y glucosa).
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La molienda htiimeda es el proceso industrial que muestra las menores
exigencias respecto de la materia a procesar, resultando indiferente el tipo comercial
del grano a ser molido (flint, semidentado o dentado), a pesar que como se
mencionard posteriormente pueden disminuir los rendimientos de acuerdo a la
materia prima. Las bajas exigencias suelen deberse a la falta de disponibilidad de
materia prima.

Las empresas, sin embargo cuando se dispone de materia prima, orientan su
operatoria comercial a la adquisiciéon preferentemente de maices limpios, que no
estén dafiados o rajados por el calor, con elevado contenido de almidén, aceite y
proteinas, aptos para producir derivados del almidén y subproductos en la
elaboracion de azuacares, como la fructuosa. En el proceso industrial se presentan las
siguientes restricciones.

* No se pueden mezclar en un mismo proceso distintos tipos de maiz, por
manifestar diferencias de comportamiento durante la etapa de maceracion.

* El tamafio de los granos debe ser lo mas homogéneo posible, de lo contrario la
molienda resultara ineficiente.

* No se deberian utilizar granos partidos.

* Se debe tener especial cuidado en el tratamiento poscosecha de los granos, de
lo contrario se puede potenciar la presencia de aflatoxinas (las micotoxinas
mas estudiadas) tanto en el grano almacenado como en los productos y co-
productos resultantes del proceso de molienda, en particular en los siguientes

aspectos.
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1. secado excesivo o a elevadas temperaturas que provocan serios
deterioros en los granos (revenido).
2. almacenamiento del grano con humedad inadecuada.

3. presencia de granos fisurados por contraccién brusca.

Por la gran importancia que tiene el maiz para Argentina, la alta
contaminaciéon por fumonisinas encontrada y al hecho que al comienzo de este
trabajo de investigacion, no existia un estudio de cémo incide el proceso de molienda
hiimeda en la contaminacién por estas toxinas del maiz y sus productos, se decidi6
encarar estos estudios incluyendo la posible formacioén de productos derivados de las

fumonisinas.
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II. OBJETIVOS

Los objetivos generales fueron, la identificacién de patulina en alimentos
solidos y semisélidos y de fumonisinas en maiz, para estudiar c6mo afectan los
procesos de elaboraciéon y la molienda hiimeda de maiz la contaminacion de los
productos, y cuando fuera necesario, analizar la aplicaciéon de metodologias de
decontaminacién.

Para alcanzar estos objetivos se cumplimentaron los siguientes objetivos
especificos:

* Desarrollar y validar una metodologia analitica para determinar patulina en
productos solidos y semisélidos elaborados a partir de frutas como manzana y pera.

* Investigar la ocurrencia natural de patulina en productos de manzana y/o
pera comercializados en Argentina

» Estudiar la posible utilizacion de luz pulsada, para reducir la concentraciéon
inicial de patulina en productos de manzana contaminados por esta micotoxina

* Desarrollar y validar metodologias analiticas para determinar fumonisinas
en los productos de la molienda htimeda de maiz y en productos de hidrolisis o de
compuestos de adicién de las fumonisinas en la elaboracién de chizitos.

* Analizar los procesos de molienda hiimeda de maiz y de elaboracién de
chizitos y cémo afectan la contaminaciéon por fumonisinas libres y totales

respectivamente.
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III. 1. PATULINA

II1.1.1. Materiales

Se utiliz6 acetonitrilo (J.T. Baker, grado HPLC, art. 9017-03, ACN) y acético
glacial (J.T. Baker, grado A.C.S,, art. 9508-33, AcOH), agua grado HPLC, obtenida del
sistema de purificacion de agua NANOpure Diamond (Barnstead International,
modelo D1191) y etanol (Carlo Erba, grado HPLC, art. 4127012, EtOH). Acido
Clorhidrico, 36.5-38.0% (J.T. Baker, grado ACS, art. 9535-03, HCI).

Respecto de las drogas sélidas, se us6 acido citrico monohidrato, grado para
analisis (Merck, art. 1.00244.1000) y fosfato di sédico (Na2HPOs), Carlo Erba, grado
A.CS,, art. 480141 e hidréxido de sodio en lentejas, grado ACS (J.T. Baker, art. 3722,
NaOH).

Se trabajo con pectinasa de Aspergillus niger, marca Fluka Biochemika, 1.47
U/mg, articulo N° 17389.

El nitrégeno (N2) extra seco, fue provisto por Oxigeno Central.

Para la etapa de limpieza de las muestras, se utilizaron las columnas de

extraccion en fase sélida, Multisep® 228 Aflaplat Multifunctional Columns de Romer

Labs® (SPE Multisep 228).

II1.1.2. Estandares
Los estdndares utilizados de 5-hidroximetilfurfural (HMF, art. W501808) y

patulina (PAT, art. P1639), fueron adquiridos a Sigma-Aldrich.
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Para obtener las soluciones de trabajo, se disolvieron 10 mg de patulina (la
totalidad de la ampolla adquirida) en 10 ml de EtOH. A partir de esta soluciéon
concentrada se hicieron dos diluciones seriadas 1/10 para, a partir de la tltima
dilucién, obtener una concentraciéon madas precisa de las diluciones de trabajo
preparadas. La concentracion se calculé midiendo la absorbancia de la soluciéon mas
diluida, en un espectrofotometro de arreglo de diodos (Hewlet Packard, modelo

8453), utilizando la ley de Lambert Beer para su calculo.

Ley de Lambert Beer: A = ¢.c.]

donde A = Absorcién a una longitud de onda dada
€ = absortividad especifica en M-1*cm-1
¢ = concentracién molar

1 = longitud de la cubeta en cm.

La absortividad especifica utilizada fue: €=14600*M1*cm? (Biopure
Corporation) midiendo a 275 nm, utilizando EtOH como solvente.

Las soluciones preparadas, fueron fraccionadas en viales silanizados, llevadas
hasta sequedad bajo una corriente de N2 a temperatura ambiente y mantenidas a

-18 °C hasta el momento de ser utilizadas.

I11.1.2.1. Curva de calibracion
Las curvas de calibracion utilizadas, para la cuantificaciéon de patulina en las

muestras, se prepararon partiendo de las fracciones de estandares descriptos
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anteriormente. Se tomaron tres viales con aproximadamente 3 pg de muestra y se
disolvieron en 1,5 g de AcOH 0,1%. Estas nuevas soluciones se diluyeron, con el fin
de obtener concentraciones que se encontraran dentro del rango lineal permitido por
el instrumental con el cual se trabaj6. Se hicieron un total de once puntos de cada uno
de los viales iniciales, la curva final quedé conformada por las diluciones que se

realizaron de los tres estaindares en forma independiente.

III1.1.3. Caracteristicas de las muestras

Como la elaboracion de estos productos se realiz6 de forma regional, se hizo
una basqueda de las mismas en distintos puntos de ventas del pais (Cérdoba, Entre
Rios, Buenos Aires y Ciudad Auténoma de Buenos Aires), para colectar una cantidad
y variedad representativa que permitiera realizar el estudio propuesto. Es de
remarcar que la produccion de puré de manzana dentro de la Argentina esta
concentrada en pocas compafias, por lo tanto se analizaron diferentes lotes de
producciéon de las mismas marcas comerciales e incluyendo, en este estudio,
productos importados de paises como Brasil, México, Chile y Francia,
comercializados en los mismos puntos de venta.

Las muestras analizadas, para el estudio de ocurrencia natural, fueron
productos sélidos y semisolidos de manzana y pera como mermelada, jaleas, dulces
y puré. Se analizaron un total de cincuenta y un (51) muestras. Las muestras
adquiridas se desglosaron de la siguiente manera, productos de manzana: 26

mermeladas, 7 jaleas, 4 dulces con trozos de fruta y 8 de puré; de pera sélo se
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pudieron conseguir 6 mermeladas. Las muestras fueron adquiridas durante los afios
2006 y 2007.

En el andlisis de como es afectada la concentracion de patulina, con la
aplicacion de pulsos de luz, se utilizaron 10 muestras puré de manzana, recolectadas
durante los afios 2009 y 2010, donde se incluyo puré orgénico y alimento para bebés.

Las muestras, una vez adquiridas, fueron almacenadas a 3-4 °C hasta el

momento de su analisis.

II1.1.4. Metodologia analitica

II1.1.4.1. Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras cont6 de tres items bien definidos: liberacion
de la patulina de la matriz por medio de una hidrélisis enzimatica, extraccién con
solventes y limpieza de los extractos obtenidos.

La primera etapa consiste en una incubacién con pectinasa durante 16 h a
temperatura ambiente y al resguardo de la luz. Se utiliz6, para este paso, una
solucion enzimética conteniendo mas de 1500 unidades gramos de la misma. Las
unidades de la solucion estan definidas como: la cantidad de enzima que cataliza el
descenso de la viscosidad de una soluciéon 1% de pectina en un 20% en 5 min a 25°Cy
pH34.

La solucién enzimatica se preparé mezclando 5 mg de pectinasa sélida por

mililitro de buffer citrato pH 4,0. El buffer se preparé adicionando 55,1 ml de citrato
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de sodio 0,1 M (21,014 g de acido citrico monohidratado + 200 ml de NaOH 1 M,
completando con agua grado HPLC hasta llegar a 1000 ml) + 44,9 ml de HC1 0,1 M.

A 10 g de muestra mas 8 ml de agua se le agregaron 150 pl de esta solucion de
pectinasa y se dejo actuar en las condiciones descriptas anteriormente.

Para la extracciéon con solventes, luego de la hidrdlisis enzimética, se
adicionaron 32 ml de ACN, se agit6 durante 2 min con agitador magnético (Precytec
modelo AE28). El sobrenadante se pas6 a través de papel de filtro (Schleicher &
Schuell 5893 Blauband), con el fin de eliminar cualquier resto de sélido que quedara
en suspension que impidiera el siguiente paso de la metodologia como, por ejemplo,
tamponar la columna de limpieza.

La limpieza final de las muestras se realizé pasando 30 ml del extracto filtrado,
a través de la columna SPE Multisep® 228. El liquido atraves6 la columna a una
velocidad de 1 ml/min, utilizando vacio por medio de una trampa de agua. 20 ml del
extracto purificado se redujo hasta aproximadamente 2 ml en condiciones de vacio,
en un evaporador rotatorio a 40 °C (Laborota 4000, Heidolph). Estos 2 ml fueron
traspasados a un tubo limpiando con tres porciones de 2 ml de MeOH. Esta nueva
solucion fue llevada a sequedad bajo corriente de N2 a temperatura ambiente, el
extracto seco se resuspendié en 500 pl de AcOH 0,1% y se mantuvo a -20 °C hasta su

anélisis.

II1.1.4.2. Cromatografia liquida
Para el analisis y cuantificacién de patulina en las muestras, se utiliz6 un

cromatégrafo liquido de alta resoluciéon (HPLC), Agilent Serie 1100 con muestreador
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automatico, bomba de gradientes cuaternario, termostatizador de columna y detector
UV con longitud de onda variable. Se utiliz6 una columna analitica Zorbax® SB-C18
150x4,6 mm, 5 pm, con guarda columna BDS Hypersil-C18 10x4 mm, 5 pm.

Los solventes fueron agua y ACN, utilizando el gradiente descripto en la

Tabla III.1.

Tabla II1.1. Composicion del gradiente de solventes

Tiempo (min) % ACN % agua
0 5 95
4-10 2 98
11-12 40 60
13-16 5 95

Para el ajuste del gradiente de solventes se utilizé6 una mezcla de estindares de
HMEF y patulina.
La longitud de onda elegida para la deteccion fue 275 nm y la cuantificacién se

hizo por medio de la curva de calibracién descripta anteriormente.

II1.1.4.3. Confirmacion de las muestras positivas

Las muestras positivas fueron confirmadas por medio de la adquisiciéon de los
espectros UV (200-400 nm) de los compuestos eluidos, comparando los mismos por
medio de un espectro del estandar externo de patulina. Dicha confirmacién se realizé

en un cromatografo liquido de ultra performance - UPLC (ACQUITY Ultra

72



Performance LC™, Waters Corporation) equipado con sistema de gradientes
binarios, termostatizador de columna, muestreador automatico y detector de arreglo
de diodos (DAD) (gentileza de D'Amico Sistemas S.A., C.A.B.A. Argentina). Las
condiciones analiticas tanto de fase moévil como la columna, fueron similares a las

utilizadas en el HPLC Agilent.

II1.1.4.4. Recuperacion, limite de deteccion (LOD) y limite de
cuantificacion (LOQ)

La recuperaciéon del método analitico para la determinaciéon de patulina se
realiz6 en todas las matrices analizadas en aquellas muestras donde no se detect6 la
presencia de contaminacion natural por esta toxina. Se agregdé una soluciéon de
patulina en ACN de concentracién conocida y se midié la cantidad agregada
gravimétricamente. El agregado de estandar se realizé por la mafana, empezando
con la extraccion la tarde de esa misma jornada, dejando la patulina en contacto con
la matriz al menos 6 horas. La recuperacion se midié en tres niveles de
contaminacion, tal que abarcara un rango desde valores cercanos a los limites de
deteccion, hasta valores proximos a los mads altos encontrados en las muestras

naturales.

Los limites de deteccién y cuantificacién fueron estimados midiendo la altura
del ruido en las muestras con contaminacién negativa, dicho ruido fue determinado
mediante el programa HP Chemstation, como dos veces la desviacion estandar de la
regresion lineal del ruido en la zona determinada. El limite de deteccién se determiné

como tres veces la sefial del ruido, en tanto el limite de cuantificacién como cinco
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veces la senal del ruido. Los limites calculados fueron verificados, adicionando una

muestra negativa con estdndar de patulina en la concentracién calculada como limite.

IT1.1.5 Utilizacion de luz pulsada

II1.1.5.1 Descripcién del equipo de luz pulsada

Se utilizé un sistema de esterilizacién Steripulse-XL modelo RS-3000B (Xenon
Corporation, Woburn, MA, USA), compuesto por un médulo controlador RC747 y
una ldampara de xenoén libre de mercurio, que mide 41 cm de largo y estd montada en
una caja metélica, la cual contiene una ventana de cuarzo en uno de sus lados para
dejar pasar la luz emitida y un sistema de enfriamiento para evitar el
sobrecalentamiento de la misma durante su uso. El sistema de enfriamiento consiste
en un ventilador que suministra aire filtrado a través de un conducto metélico donde
es removido el aire sin permitir el paso de luz. Todo el sistema esta montado en una
cabina de acero inoxidable (40 cm de alto x 76,2 cm de largo y 20 cm de ancho)
herméticamente cerrados, la cabina cuenta con estantes ubicados a: 5, 10 y 15 cm de
la lampara, donde se apoya la muestra a tratar (Imagenes III.1, IIL.2 y IIL.3). La
lampara emite pulsos de luz de alta energia, en un rango de longitud de onda entre
200 y 1100 nm, los pulsos son emitidos a una velocidad de 3 pulsos por segundo,
siendo la energia de cada pulso de 1,27 J/cm? a 1,92 cm de la ldmpara (datos
provistos por el fabricante del equipamiento). Cada pulso tiene una duracién de

360 ps.
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Imagen IIL1. Sistema de esterilizacion Steripulse-XL modelo RS-3000B, médulo
controlador RC747 y sistema de ventilacién

Imagenes II1.2 y IIL.3. Vista interior del gabinete con bandeja de muestras a 10 cm
de la ldmpara

II1.1.5.2. Calculo de la dosis irradiada

La dosis irradiada sobre las muestras se calculé a 5, 10 y 15 cm de distancia de
la ldmpara de Xenon en tres posiciones distintas: en el centro de la lampara, en el
extremo A y en el extremo B. Las mediciones fueron tomadas por una cabeza

piroeléctrico Gentec, modelo ED500 (Gentec Electro-Optics, Québec, Canada), con
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una abertura cubierta de 20,3 cm?, conectado a un osciloscopio Tektronix, modelo

TDS 2014 (Tektronix, Beaverton, USA); las mediciones se realizaron por triplicado.

IT1.1.5.3. Medicion de la evolucion de la temperatura

Para la determinacién de la evolucion de la temperatura durante el
tratamiento con luz pulsada, tanto en el jugo como en el puré, se utilizaron
termocuplas tipo T (Cu-constantan) y un registrador de temperatura de 12 canales

(Digi-Sense modelo 69202-30, Barnant Company Division, EEUU)).

II1.1.5.4.Tratamiento con luz pulsada

Se realizaron tres experiencias para determinar la posibilidad de utilizar esta
técnica como forma de reducir la contaminacién inicial de patulina.

La primera prueba se realizé en una solucién modelo, la solucién utilizada fue
el buffer Mcllvaine a pH 3,5 (70,2 ml de ac. citrico 0,1 M y 29,8 ml de NaoHPO4 0,2M),
se decidio6 la utilizacion de este buffer a este pH debido a que las muestras analizadas
tenian una acidez cercana a dicho valor y basdndonos en estudios realizados por
Drusch y col. (2007). Las pruebas se hicieron a dos concentraciones: 100 y 500 pg/1.

Se colocaron en cajas de Petri 11 ml de cada una de las soluciones y se irradi6
con pulsos de luz en tiempos comprendidos entre 2 y 35 segundos (2, 5, 8, 11, 14, 17,
20, 25, 30 y 35 segundos). La distancia entre las muestras y la lampara fue de 10 cm,
las pruebas se hicieron por cuadruplicado, irradiando de a dos placas por vez,
colocando las placas en el centro geométrico de la lampara, donde la dosis irradiada

es mayor.
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Luego se tomaron 10 ml de la solucién irradiada y se extrajo la patulina con 10
ml de acetato de etilo, repitiendo esta operacion tres veces, se juntaron los extractos y
se llevo a sequedad bajo atmosfera de Nz a temperatura ambiente, adicionando luego
300 pul de AcOH 0,1%. Dicha solucién fue inyectada para su andlisis y cuantificacion
en el cromatégrafo liquido.

La segunda prueba se realizo6 sobre puré de manzana contaminado
naturalmente y sobre puré adicionado con 90 png/kg de patulina. Se tomaron entre
15-16 g de puré, se colocaron en cajas de Petri formando una capa delgada y pareja y
se irradi6 en tiempos comprendidos entre 10 y 150 segundos (10, 20, 60, 100 y 150
segundos). La distancia entre las muestras y la lampara fue de 10 cm. Cada una de
las pruebas se realiz6 por duplicado, colocando las placas en el centro geométrico de
la lJampara.

Después del tratamiento, se tomaron 10-11 gramos de cada uno y se procedi6
a la extraccion de patulina como se describi6 anteriormente (II1.1.4.1. Preparacién de
las muestras).

El tratamiento de los jugos de manzana con luz pulsada, tercera experiencia,
se realiz6é con tiempos de irradiacién comprendidos entre 2 y 30 segundos (2, 5, 8, 11,
14,17, 20. 25 y 30), manteniendo las relaciones geométricas respecto de la ldmpara de
Xenon y las condiciones de extraccién descriptas en la metodologia utilizada en las
soluciones modelos. Para este estudio se tom6 un jugo de manzanas clarificado y se
le adicioné un estandar de patulina, con el fin de obtener una muestra con una

concentracion cercana a los 150 ng/1; los ensayos se hicieron por duplicado.
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II1. 2. Fumonisinas

II1.2.1. Materiales

Se us6 acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH) grado HPLC, hexano, acético
glacial (AcOH) y acido fosférico grado A.C.S., todos los solventes utilizados fueron
marca J.T. Baker y el agua utilizada fue grado HPLC, obtenida del sistema de
purificacion de agua NANOpure Diamond (Barnstead International, modelo D1191).
O-ftaldialdialdehido (OPA) (marca Sigma) y 2-Mercaptoetanol calidad analitica
(marca Applichem).

Hidréxido de potasio en escamas (KOH), Bisulfito de sodio Fosfato de sodio
bibasico anhidrido (NaH2POys), todos grado A.C.S. y de marca J.T. Baker.

Nitrégeno (N2) extra seco, provisto por Oxigeno Central.

Las columnas de extracciéon en fase solida (SPE) empleadas fueron, amino
cuaternarias Bakerbond, marca J.T. Baker, SAX (500 mg/10ml) marca UCT (ntimero
de parte CUQAX15Z), Chromabond C18 (3ml/500mg) marca Macherey-Nagel y

OASIS® HLB (3cc/60 mg) marca Waters (N° de parte WAT(094226).

II1.2.2. Estandares

Los estandares utilizados fueron, fumonisina B1 de Fusarium verticillioides
(FB1) marca Sigma (Lote 025K4020, pureza del 97.5% medido por cromatografia en
capa delgada), mientras que las fumonisinas B y Bs fueron una donacién de la Dra.
Mary Trucksess. A partir de dichos estandares se procedi6 al fraccionamiento de los

mismos con el fin de obtener viales con cantidades de toxina adecuadas para poder
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realizar tanto las curvas de calibracién, como las pruebas de recuperaciéon en los
distintos métodos de extraccion utilizados.

Para esto se resuspendié en MeOH los estdndares en sus recipientes originales
y se los traspasé cuantitativamente a matraces aforados para hacer las diluciones,
para obtener una amplia gama de concentraciones. Las soluciones de estdndares se
fraccionaron en viales silanizados color &mbar.

El secado de las distintas soluciones se realizé bajo corriente de N, a
temperatura ambiente. Los extractos secos obtenidos fueron almacenados a -20°C
hasta el momento de su utilizaciéon. Cabe destacar que las fumonisinas (FBx) no
tienen absorcion en el UV, por lo que no fue posible una verificacién por medio de
un espectrofotometro para determinar la concentracién exacta de las soluciones
obtenidas, tal como se realiz6 con los estdandares de PAT. Esto hizo imprescindible

trabajar con pesos y no con volimenes para minimizar los errores cometidos.

II1.2.2.1. Obtencién de estindares de los hidrolizados de fumonisinas

Se observé que durante el estudio del comportamiento de estas micotoxinas en
la molienda htimeda de maiz, las mismas se reducen durante el proceso, esto llevé a
la hipétesis de la formacién de productos de degradaciéon o formacién de compuestos
conjugados con la matriz, de maneras similares a las descriptas en el punto 1.2.5. de
la introduccion.

El estudio de esta hipotesis, planteo la necesidad de tener estdandandares de
fumonisinas totalmente hidrolizadas (HFBx), como los mismos no se encuentran en

el mercado, se procedi6 a realizar la hidrdlisis de las FBx con una solucién de KOH
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2N durante toda la noche a temperatura ambiente y en oscuridad. Federico (2009)
comprobd que estas condiciones de reacciéon convierten en su totalidad las FBx en
HFBx

Durante la manipulacion de estdndares se trabajé con una madscara de
proteccién, ademds de los elementos de seguridad personal (delantal, guantes y
gafas) con los que se cont6 para el andlisis de muestras y preparaciéon de soluciones

de trabajo.

Todo el material de vidrio utilizado durante los andlisis, se limpi6 segun el
siguiente procedimiento: inmersién del mismo en una solucién de hipoclorito de
sodio, la cual se prepara diluyendo una parte de una solucién comercial de
hipoclorito (con una concentraciéon entre 5 y 6%), con diez partes de agua. Después
del tratamiento, el material se enjuagé abundantemente con agua corriente, luego
con agua destilada y se realiz6é un altimo enjuague con agua grado HPLC, y se sec6
por escurrimiento. Todo material no volumétrico luego del lavado, fue puesto

durante al menos 6 horas en una mufla a 550 °C.

II1.2.3. Muestras

Las muestras analizadas fueron el maiz y los productos obtenidos a partir de
la molienda himeda del grano. Se estudié dicho proceso primero en escala plata
piloto y en una segunda etapa en escala planta industrial. Los productos obtenidos a

partir de este procesamiento son: germen, gluten o gluten meal, fibra o gluten feed,
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almidén y aguas de maceracion. En el caso de la molienda a escala planta piloto se
obtuvo una fraccién adicional que son las aguas de lavado.

Para el estudio a escala planta piloto se analizaron un total de 33 muestras de
maiz del hibrido tipo “flint” de la campafia 1999, contaminados naturalmente con
FBi1, FB2 y FBs, las muestras analizadas fueron seleccionadas con el propésito de
abarcar un gran rango de concentraciones de estas toxinas.

En el estudio a escala industrial se analizaron muestras de un total de 19
procesos de maiz correspondiente a la campana 2005 provistas por una empresa que
realiza molienda humeda de maiz.

También se analiz6 el proceso de extrudado de la harina de maiz durante la
fabricacion de palos de harina de maiz “chizitos”, para esto, se tomaron seis muestras
de la materia prima (harina de granulometria definida) y los productos elaborados
con ellas. Se estudi6 la contaminacién de fumonisinas libres y fumonisinas unidas en

ambas matrices.

I11.2.3.1 Molienda hameda escala planta piloto

La molienda himeda a escala plata piloto se realizé6 de acuerdo al método
descripto por Haros y Suarez (1997) con algunas modificaciones. Se pesaron las
muestras de maiz (aproximadamente 50g), las mismas fueron maceradas en 250 ml
de una solucién de NaHSOs (0,25% SOz), durante 48 hs a 52°C. Una vez concluida la
maceracion, el germen fue separado en forma manual. Después de la degerminacién
el grano se mezclé con 100 ml de agua destilada y fue molido en una licuadora

comercial durante tres minutos. La mezcla obtenida se sometié a tamizados por
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distintas granulometrias para obtener las distintas fracciones. El primer tamiz 40

mesh (0.420 mm de apertura) retiene la fraccion fibra. En el segundo y tercer tamiz

200 y 270 mesh (0,074 y 0,053 mm de apertura respectivamente) quedé retenido la

fraccion gluten. El almidén atraviesa todos los tamices al ser arrastrado en todos los

pasos por el agua con el que se lava cada fraccién. Esta suspension de almidén

obtenida fue centrifugada por 20 minutos en una centrifuga ROLCO modelo 3505 a

2000 rpm (1200 G), se obtuvo asi la fraccién almidén y al sobrenadante se lo llamo

aguas de lavado.

Figura III.1. Molienda himeda escala planta piloto
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Las aguas de lavado tienen un volumen de aproximadamente 3000 ml, que es
el total del agua utilizada para lavar todas las fracciones (figura II1.1).

Todas las muestras obtenidas fueron secadas por liofilizacién, tanto las aguas
de maceraciéon como las aguas de lavado fueron concentradas a 70°C en una estufa de
conveccion forzada, para reducir el volumen previo a ser liofilizadas. Una vez secas

las muestras fueron almacenada a -18°C hasta el analisis de fumonisinas.

II1.2.3.2 Molienda hameda escala planta industrial

El proceso de molienda htimeda a escala industrial comienza en la
clasificacion del maiz ya que debe tener un maximo de 22% de humedad. Luego el
primer paso es limpiar los granos recibidos con un retroalimetador. En este paso se
elimina el polvillo y por medio de un “zarandén” los restos de marlos, piedras,
alambre.

Como segundo paso, se acondiciona la humedad de los granos llevando la
humedad de valores de 22 a 15%, esto se realiza en un secadero de cinta
transportadora, con aire a 120-130°C. En este proceso la temperatura maxima
alcanzada por el grano es de 33°C.

Los granos acondicionados se tamizan en una zaranda de 0,42 mm
eliminandose los granos partidos que pasan por este tamiz. Los granos ya limpios y
con humedad 6ptima pasan al silo de almacenamiento, donde permanecen hasta el
momento del procesamiento de los mismos.

Del silo de almacenamiento se pasa al silo pulmén. Este alimenta los tanques

de maceracion. La maceracién lleva un minimo de 40 hs, pudiendo llegar hasta 60 hs.
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dependiendo de la clase de producto que se necesite obtener. El agua de maceracion
contiene 1500 ppm de SOz, un pH de 4 y una temperatura de 50 °C. La maceracioén se
realiza como un proceso en semi contracorriente, el maiz queda fijo en los tanques
mientras que el agua recorre todo el proceso, el agua limpia es la que se usa en el
lavado del almidén que sale del dltimo hidrociclén de la serie, dltimo paso de la
molienda humeda. El agregado del SO. se realiza en la tltima etapa de la
maceracion. Esta solucion de SO es compartida por 18 tanques maceradores,
recibiendo el maiz “fresco” el agua con la menor concentracion de SOz (figura I11.3.2).
El agua de maceracién que se obtiene al final de todo el proceso, contiene un 43-47%
de proteinas solubles que se concentran y se agregan a la fraccion fibra, aumentando
asi la digestibilidad y el valor nutricional de la misma.

Una vez macerado, los granos de maiz sufren una primera molienda, este paso
se denomina molienda gruesa, y solo se produce el desprendimiento del germen,
dejando el resto del grano practicamente intacto. El germen obtenido se separa por
flotacién, aprovechando la diferencia de densidad que otorga el aceite que contiene
esta fraccion. Una vez separado el germen se lava, extruda, seca y se ensila para su
almacenamiento.

Todas las fracciones obtenidas son secadas y almacenadas, las fracciones
recibidas en el laboratorio fueron almacenadas a -18°C hasta el anélisis de
fumonisinas.

El grano desgerminado es procesado en una segunda molienda, denominada
molienda fina, este paso destruye el resto del grano. Una vez molido por completo,

se procede a la separacion de la fraccion fibra; esta se separa por tamizado, quedando
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una suspensiéon que es una mezcla de gluten y almidon. Estas dos fracciones se
separan por medio de una serie de hidrociclones (en particular, el proceso estudiado
tiene una serie de 9). El gluten més pesado se deposita en estos, resultando una
suspension de almidén, con un 0,4% de gluten al final de la serie. La suspension a la
entrada contiene un 4% de gluten. En la figura III.2 se puede observar el esquema de

la molienda htimeda a escala industrial.

Figura III.2. Molienda hiimeda escala planta industrial
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II1.2.3.3 Proceso de elaboracién de chizitos.

Los chizitos son fabricados a partir de harina de maiz de granulometria
variada. La granulometria que presenta la materia prima es muy importante pues de
esto depende la textura final del producto. La harina utilizada es uno de los
productos obtenidos a partir de la molienda seca de maiz.

La harina es previamente acondicionada en una pequefa tolva, donde se
produce el mezclado y ajuste de la humedad a valores aproximados de 16%.

Posteriormente, a través de un tornillo sin fin, se traslada esta mezcla a otra tolva que

85



se encuentra en la parte superior del extrusor. A partir de alli, se regula por gravedad
el paso de la harina que ha de alimentar el extrusor mediante una compuerta que se
encuentra debajo de la tolva. El proceso de extrusion utilizado fue de tornillo simple,
por el cual se da forma al producto forzandolo a pasar a través de una abertura de
disefio especifico, por corto tiempo a elevada temperatura. La temperatura se va
incrementando por transformacién de la energia mecéanica en calor en el mismo barril
de la extrusora a valores que pueden exceder los 150 °C (Harper, 1989). Este
calentamiento es producto del contacto que genera la velocidad impuesta al tornillo y
la harina, lo que garantiza las condiciones de fricciéon y cizallamiento adecuadas. Por
las altas temperaturas y la humedad de la masa, se produce en el almidén un
hinchamiento que provoca diferentes grados de gelatinizacion del mismo. Una
boquilla colocada al final del extrusor, define las formas caracteristicas del producto
deseado.

El agua presente dentro del extrusor, por las altas presiones existentes, se
encuentra, a pesar de las altas temperaturas, en estado liquido. En el momento en
que el producto abandona el extrusor la caida abrupta de presiéon provoca la
expansion de la masa y la inmediata evaporacion del agua contenida en la misma.
Luego que los palos de harina de maiz salen del extrusor, se les da la longitud
deseada gracias a una cuchilla de corte ubicada en el extremo del mismo.

La humedad a la salida del extrusor es de 6 a 8% de humedad. Se continua
secando el producto por corriente de aire caliente cercana a los 190 °C, hasta una

humedad de aproximadamente 1 a 1,5%. Luego se procede a la saborizaciéon
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recubriendo, mediante aspersion, con una suspension de aceite, sal y aromatizante.
Finalmente es envasado.
En la figura III.3 se puede observar las partes involucradas en el proceso de

elaboracién.

Figura IIL.3. Linea de elaboracion de palos de maiz

II1.2.4. Determinacién y analisis.

I11.2.4.1. Extraccion y limpieza de fumonisinas libres.

I11.2.4.1.1. Muestras de maiz y harina de maiz.

Las muestras de maiz fueron analizadas para determinar la presencia de FB,
FB2 y FB3, de acuerdo al método de Sydenham y col. (1992). Se pesaron 25 gramos de
muestra y se las agit6 en una licuadora Osterizer® (Cycle blend 10 pulse matic)
durante dos minutos con 50 ml de una solucién acuosa de metanol (25:75). La
muestra es filtrada por papel Whattman N° 4.

Una vez obtenido el filtrado, las soluciones se centrifugaron durante 10

minutos a 2200 rpm en una centrifuga Rolco® de mesa. La solucién centrifugada se
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dividi6é en dos porciones de 10 ml. Una de las fracciones se destino para el analisis de
FBx y la otra para la determinacién de HFBx.

Para el analisis de FBx, se procedi6 a la limpieza del extracto por medio de
columnas SAX. Las columnas fueron acondicionadas pasando 5 ml de metanol,
seguidos de 5 ml de metanol:agua (75:25, v/v). A continuacion del
acondicionamiento se pasan (cargan) 10 ml del extracto previamente acondicionados
a pH 6,0 con NaOH 0,1 N. Al concluir el pasaje de la muestra, la columna se lava con
5 ml de metanol: agua (75:25, v/v) y 5 ml de metanol con el fin de eliminar
interferencias. Las FBx se eluyen de la columna de limpieza pasando por gravedad 10
+ 1 ml metanol:acido acético (99:1, v/v).

Estos 11 ml obtenidos fueron llevados a sequedad con corriente de N2 a 55 +1
°C. El extracto seco se resuspendié en 500 pl de ACN:HO (50:50, v/v, todas las

relaciones de solventes se expresan tanto : o /entre solventes como v/v aunque no se

indique), y esta solucion final es la que se utiliz6 para el analisis de estas toxinas por
medio del HPLC.

Para la determinacion de HFBX, el extracto con las micotoxinas se limpia por
medio del uso de columnas OASIS® HLB. Estas columnas previamente fueron
acondicionadas eluyendo un volumen de MeOH y uno de agua. Previo a la carga de
la solucién de extraccion en la columna de limpieza, la misma se lleva a 30 ml con
agua y se centrifuga 15 minutos a 8000 rpm a 10°C en ultracentrifuga Sorvall
Instrument Modelo RC5C, rotor S5-34 (Dupont Company, Newtown), la columna se

lava con 1 ml de HxO:MeOH (95:5) y 2 ml de H20:MeOH:AcOH (94:5:1).
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Figura III.4. Extraccion de fumonisinas libres

25 g de muestra mas 50 ml de MeOH:H>O (75:25)

'

Licuar 2 min.

'

Filtrar por Whatman N° 4 y centrifugar 10" (2000 rpm)

SAX 10 ml l HLB 10 ml

Acondicionamiento

4/\>

Carga

—

Ajustar a pH 6,0 con NaOH 0,1N Llevar a 30 ml con H,O

Lavado

/\

5 ml MeOH:H2O (75:25) y 1 ml de H;O:MeOH (95:5) y
5 ml MeOH 2 ml de H20:MeOH:AcOH

Elusién por gravedad

4/\>

10 + 1 ml MeOH:AcOH (99:1) 3 ml MeOH

Secado, N», 55 +1 °C

l

Suspension en 500 pl ACN:H>O (50:50)

!

HPLC

La elusiéon de los hidrolizados de fumonisinas se realiza pasando 3 ml de
MeOH por gravedad por la columna. Esta solucién se seca en corriente de N2 a 55

+1°C. Se suspende el extracto en 500 ul de ACN: H2O (50:50), y esta solucion final es

89



la que se utiliz6 para el anédlisis de estas toxinas por medio del HPLC. La figura I11.4,

esquematiza la extraccion y purificacion de FBx y HFBx.

I11.2.4.1.2. Fracciones de la molienda hiimeda de maiz.

Para la determinacién de fumonisinas, las distintas fracciones obtenidas de
la molienda hiimeda de maiz, fueron procesadas de forma diferencial dependiendo
de la humedad que contenian cada una de estas fracciones.

En el caso de las fracciones secas (gluten, fibra, almidon y germen), la
extraccion se realizo de igual manera a la descripta en el maiz. Para las fracciones
hiimedas (aguas de maceracién en el caso de la molienda en escala industrial), se
agreg6 solamente metanol con el fin de mantener la relacion tres a uno con el agua.
Luego de esta variacion en los solventes, la extraccion continué de la misma manera

descripta anteriormente.

I11.2.4.1.3. Chizitos

Las muestras de chizitos fueron analizadas para determinar la presencia de
FBx y HFBx, de acuerdo al método desarrollado por Federico (2009). Se pesaron 25
gramos de muestra y se las agité en una licuadora Osterizer® (Cycle blend 10 pulse
matic) durante dos minutos con 75 ml de una solucién MeOH: ACN: H2O (25:25:50).
La muestra se filtra por papel Whattman N° 4. Esta extracciéon se realiza por

duplicado y se juntan los extractos una vez filtrados.
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A partir de este paso, la secuencia de limpieza y acondicionamiento es similar
a la descripta en el punto I11.2.4.1.1, con el tnico cambio donde los 10 ml destinados

al analisis de HFBx, se llevan a 20 ml con agua.

I11.2.4.2. Extraccién y limpieza de fumonisinas totales.

II1.2.4.2.1. Muestras de harina de maiz.

Para el analisis de fumonisinas totales en maiz, se traté la matriz en un medio
alcalino fuerte. Previo al paso de hidroélisis, se procedi6é a gelatinizar el almidén
contenido en la matriz para evitar la formacién de un gel que impida la hidrolisis y la
posterior extraccion de las fumonisinas hidrolizadas.

Se pesan 7 gramos de muestra con precision de la decima de miligramo y se
agregan 20 ml de agua, se homogeniza en Ultraturrax modelo T25 (IKA-
Labortechnic) a 9500 r.p.m., durante 10 minutos, luego la mezcla se calienta durante
una hora a 60 °C, con agitaciéon continua en bafio Memmert modelo WB 14, con
agitador Memmert modelo SV 1422.

Transcurrida una hora, se coloca la mezcla de harina de maiz y agua en el
Ultraturrax en las condiciones descriptas anteriormente y se agregan 20 ml de KOH
4N con el homogenizador funcionando. Una vez agregado el total del alcali, se sigue
homogenizando hasta cumplir los 10 minutos. Terminada la agitacién, se coloca
nuevamente en bafio de agua en las mismas condiciones que se realizo la

gelatinizacion.
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Terminada la hidrolisis se toman 20 ml de la solucion y se procede a la
extraccion de las HFBx. Esto se realiza agregando 20 ml de AcEt y agitando durante
30 minutos a 340 rpm en un agitador orbital Shaker Pro modelo 6004 (Vicking). La
extraccion continua sonicando la mezcla durante 15 minutos en bafio ultrasénico
Branson 2510E-MT (Branson Ultrasonic Corporation) y luego centrifugando durante
10 minutos a maxima velocidad en una centrifuga Rolco® de mesa (2200 rpm). Se
extrae el sobrenadante y se repite la extraccién una segunda vez, en esta oportunidad
de utilizan 15 ml de AcEt.

Las extracciones se colectan juntas y se llevan a sequedad bajo corriente de N>
a 55 %1 °C. El extracto seco se suspenden en 500 pl de ACN:HO (50:50) para el

posterior andlisis por HPLC.

I11.2.4.2.2. Chizitos.

El anélisis de fumonisinas totales en chizitos, se realiz6 de manera similar al
descripto en maiz (II1.2.4.2.1). En el caso de los palos de harina de maiz, no fue
necesario realizar el paso de gelatinizacion previo a la hidrolisis, la misma se realizo
con 40 ml de KOH 4N en las mismas condiciones de temperatura, tiempo y agitacion
antes descripta.

La extraccién, se realizé tomando 10 ml de la solucién, se agregaron 10 ml de
agua y se procedio a realizar la extraccion en forma equivalente a lo descripto para la

harina de maiz (figura IIL.5).
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Figura IIL.5. Extraccién de fumonisinas unidas

7 g de muestra

Harina de maiz

Gelatinizacion, 20 ml H20, 60°C, 1

Chizitos, 40 ml KOH 4N
hora. Agitacién contintia

20 ml KOH 4N

Hidrolisis, 60°C, 1 hora. Agitacién continta

l

Extraccién

4/\>

Harina de maiz 20ml Chizitos 10 ml + 10 ml H20

\/

e 1°20ml, 2°15 ml AcEt

* Agitacién 30 min. 340 rpm agitador orbital.
* Sonicado 15 min

* Centrifugaciéon 2200 rpm 10 min.

!

Secado, N2, 55 +1 °C

Suspension en 500 ul ACN:H>O (50:50)

l

HPLC

II1.2.4.3. Cromatografia liquida

Para el andlisis y cuantificacion tanto de FBx como de HFBx se utiliz6 un
HPLC, Agilent Serie 1100 con muestreador automaético, bomba de gradiente
cuaternario, termostatizador de columna y detector de fluorescencia (FLD). La
columna analitica usada fue Thermo BDS Hypersil-C18 250x4,6 mm, 5 pm, con
guarda columna BDS Hypersil-C18 10x4 mm, 5 pm.
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El método cromatogréfico analitico, se basa en la metodologia oficial AOAC
995.15, utilizando derivatizacién pre-columna “on-line” con o-ftaldialdehido y 2-
mercaptoetanol como agente reductor, midiendo la fluorescencia utilizando como A
de excitacion 334 nm y A de emisiéon 450 nm. Las corridas se realizaron de forma
isocratica y el solvente fue la mezcla de MeOH/NaH2PO4 (0,1M) (73/27 v/v) pH

3,30, ajustado con acido fosférico

II1.2.4.4. Recuperacién, LOD y LOQ, de las metodologias aplicadas.

La recuperacion del método analitico para la determinacién de FBx y HFBx, se
realiz6 en todas las matrices analizadas, en aquellas muestras donde no se detect6 la
presencia de contaminacion natural por esta toxina. Se agregdé una solucién de
concentraciéon conocida de FBx y HFBx en ACN, la cantidad agregada fue media
gravimétricamente. La recuperaciéon se midi6é en tres niveles de contaminacion, tal
que abarcara un rango, desde valores cercanos a los limites de deteccién, hasta
valores préoximos a los més altos encontrados en las muestras naturales. En el caso
particular del maiz, la recuperaciéon de la metodologia desarrollada se realiz6 sobre
una muestra FAPAS.

Los limites de deteccion y cuantificacién, fueron estimados midiendo la altura
del ruido, en las muestras en las zonas del cromatograma cercanas (un minuto antes
o después) a los picos de interés, siempre y cuando esta zona no presente picos, en
ese caso se busca una zona donde no se encuentren picos para realizar estas
mediciones, dicho ruido fue determinado mediante el programa HP Chemstation,

como dos veces la desviacion estdndar de la regresion lineal del ruido en la zona
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determinada. El limite de deteccién se determind como tres veces la sefial del ruido,

en tanto el limite de cuantificacién como cinco veces la sefial del ruido.
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IV.1. PATULINA

IV.1.1. Metodologia analitica

La busqueda bibliogréfica sobre metodologia analitica para cuantificar
patulina, en productos como mermelada, no arrojé informacién aplicable a este tipo
de productos con alto contenido de aztcares. Por lo tanto, se procedi6 a desarrollar y

validar una metodologia para la cuantificacion de patulina en estos productos.

IV.1.1.1. Comportamiento de la columna de extraccion en fase sélida

La publicaciéon de Li y col (2007), donde desarrollé6 una metodologia para
determinar patulina en jugos de manzana, se eligi6 como base inicial para el
desarrollo de la metodologia analitica para la determinacién de patulina en las
distintas matrices. En primer lugar, se procedi6 a verificar el funcionamiento de las
columnas SPE Multisep 228.

Para establecer la pérdida de patulina que se podria producir por la
utilizacién de esta columna de limpieza se pesaron aproximadamente 4 g de
mermelada, a los cuales se les agreg6 los solventes de extraccién. Luego de adicionar
4 ml de agua y 21 ml de ACN se fortific6 (“espiqueo”) con volimenes medidos de un
estdindar de patulina de 2,58 pg/ml. Se agité durante un minuto y se filtraron los
extractos por papel de filtro y se pasaron 6 ml por la columna SPE Multisep 228; 4 ml
se secaron con N2 a temperatura ambiente y se resuspendi6 el extracto en 500 ul de

AcOH 0,1%.
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Tabla IV.1. Recuperacion de patulina al utilizar la columna SPE Multisep 228 (n=2)

Recuperaciones primera prueba
Nivel 0% Recuperacién %Coeficiente de
(ng/kg) ° P variacién
56,5 94,8 24
31,9 101,8 38
9,8 126 48

Los resultados de esta experiencia, mostraron buenas recuperaciones de
patulina con esta columna (tabla IV.1), lo cual indic6 que ésta podia ser utilizada
para la limpieza de los extractos de los varios productos a analizar aunque, en el
nivel més bajo probado (9,8 ng/kg), con la metodologia atin no puesta a punto, se
obtuvo un valor del coeficiente de variacion de 48%. Durante esta prueba se observo,
que a los fines préacticos, se debe agregar en primer lugar el agua y tratar de disolver
la mayor cantidad de muestra antes de agregar el ACN. Si se agrega primero el ACN

no se logra disolucién de la mermelada.

IV.1.1.2. Volumen de resuspension de los extractos

Estas pruebas de recuperacion se realizaron agregando el estidndar a la
mermelada sélida (aproximadamente 5 g), entre el “espiqueo” y la extracciéon se deja
reposar la matriz con el estindar agregado al menos 6 horas, luego se agregaron 4 ml
de agua y 21 ml de ACN, en ese orden, por lo mencionado en el punto anterior.

Se filtr6 y se pas6 10 ml del extracto por la columna SPE Mycosep 228, se

tomaron 6 ml que se llevaron a sequedad con nitrégeno a temperatura ambiente, se

97



resuspendi6 el extracto en 200 pl y 300 pl de AcOH 0.1%, para su posterior analisis

por HPLC.

Tabla IV.2. Recuperacion de acuerdo al volumen de resuspension

Nivel de mermelada % Recuperacion Resuspension
(Lg/kg) (ul)
100,0 140,9
51,2 146,7 200 (n=2)
25,4 195,8
73,3 104,4
38,7 123,5 300 (n=3)
18,3 101,4

Se observé que al resuspender en 300 pl, los valores de recuperaciéon fueron
mas adecuados para lo esperado de una técnica analitica, los coeficientes de variaciéon
para este volumen de resuspension fueron de: 4,7, 14,4 y 13,5% para los niveles de

contaminacion de 73,3, 38,7 y 18,3 ng/ kg, respectivamente.

IV.1.1.3. Volumen de solventes de extraccion y masa de muestra

Con el fin de obtener valores de LOD y LOQ, los mas bajos posibles, se
decidié trabajar con mayor cantidad de muestra, llevando los 4-5 g de las pruebas
descriptas hasta 10 g de muestra. Este aumento de masa implic6 un aumento del
volumen del solvente de extraccién. Se agregaron distintos voltimenes de agua 6, 8 y
10 ml. El volumen de 8 ml de agua llega a cubrir bien la muestra. Esta prueba de

aumentar la masa inicial y agregar la menor cantidad de agua, tal que siga haciendo
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posible desde el punto de vista practico la extraccion, se hizo buscando la menor
cantidad de solvente para realizar la extraccién, con el propésito de mantener bajos
los limites de deteccion y cuantificacién. Por ello, se le agregé s6lo 8 ml de H.O y 32
ml de ACN, con lo cual se disminuy¢ la relacion ACN/agua de 5,25 a 4,00. La mayor
masa de muestra necesité6 de un nuevo ajuste del volumen de resuspensién de los
extractos. Se realiz6 un estudio similar al del punto IV1.1.2, fijandose ahora el

volumen en 500 ul de AcOH 0,1%.

IV.1.1.4. Utilizacion de una digestion enzimatica

Con el aumento de la masa de muestra se obtuvo una recuperacion de la
patulina agregada del orden de 80 a 95%. Para mejorar el rendimiento de la
extraccion, se prob6 el agregado de un paso previo a la extraccion, una hidrolisis
enzimadtica con pectinasa. Boonzaaijer y col. (2005), probaron que la concentraciéon de
enzima no debe ser menor a 1500 unidades/g incubando con la enzima durante toda
una noche, a temperatura ambiente y a resguardo de la luz.

Se tomaron los 10 g de muestra por triplicado para cada nivel de
contaminacion, se agregaron los 8 ml de agua y 150 ul de la solucién de pectinasa
(descripta en III.1. Patulina), dejando actuar la enzima durante toda la noche. Luego
se agregaron 32 ml de ACN para cortar la hidrolisis y empezar con la extraccion.

Después de homogeneizar en un agitador magnético (Precytec modelo AE28)
durante dos minutos, se dej6 decantar la muestra, luego se filtré por papel y 25 ml
del extracto filtrado se pasaron por la columna SPE Mycosep 228. Del extracto limpio

se tomaron 20 ml que fueron llevados hasta casi 2 ml, en vacio a 40°C en un
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evaporador rotatorio (Laborota 4000, Heidolph), el extracto reducido se traspasé a un
tubo de ensayo y se llevo a sequedad bajo atmoésfera de nitrégeno a temperatura
ambiente. El residuo seco fue resuspendido en 500 pl de AcOH 0,1% y se analiz6 por
HPLC. En la Tabla IV.3 se pueden observar los valores medios de recuperaciéon en

todas las matrices para tres niveles de contaminacion.

Tabla IV.3. Cuarta prueba de recuperacion

Producto Nivel de cont. Recuperacion (n=3)
(ug/kg de producto) | % Promedio Desv. Est. % CV
18 101 13,7 13,7
Mermelada de
manzana y pera. 30 99 6,0 6,1
Jalea de manzana 60 99 4.6 4.6
10 75 3,9 52
Puré de manzana 50 73 6,1 8,4
140 105 4,4 4,2

Desv. Est. Desviacion estandar, %CV: % coeficiente de variacion

Esta metodologia se comparé con la extracciéon con acetato de etilo, ya que es
la mas comtinmente usada en la bibliografia. La extraccion con AcEt se realizo
agregando a 10 g de una mermelada de manzana sin contaminacién natural por
patulina, tres porciones de 20 ml de solvente organico en cada repeticiéon. Se
mezclaron con un agitador magnético (Precytec modelo AE28) durante dos minutos,
se juntaron los extractos organicos y se secaron bajo atmésfera de nitrégeno a
temperatura ambiente. Los residuos secos se resuspendieron en 500 pl de AcOH 0,1%

y luego se analizaron por HPLC.
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También se compard con el agregado del paso enzimatico y extraccién con
AcEt, para esto se agregaron 8 ml de agua y 150 pl de la solucién de enzima descripta
anteriormente, para luego extraer con AcEt, segtin se describié més arriba. Se pueden

observar en la Tabla IV.4 los valores medios de tres repeticiones.

Tabla IV.4. Comparacion de las distintas extracciones (n=3)

% Recuperacion | % CV

Sin pectinasa 80,4
Extraccion Acetato de Etilo 7,8

Con pectinasa 117,3

Sin pectinasa 95,1
Extraccion agua/ACN y SPH 3,9

Con pectinasa 103,6

%CV: % coeficiente de variacién (prueba realizada en un nivel de contaminacién de 31,6 pg/kg).

Al comparar ambos procedimientos se observé que al utilizar la mezcla
agua/ACN, la recuperacioén fue un 18% mayor que cuando se utiliza AcEt. En ambas
pruebas se pudo observar que la utilizacion de un paso previo con hidrolisis
enzimdtica mejora la recuperacion un 9% en la mezcla de solventes y un 45% cuando

se utiliza s6lo AcEt.

IV.1.1.5. Curva de calibracion
La linealidad del método de cuantificacién se analizé con once niveles de
estdindares en el rango de 2,5-240 pg/L. Las soluciones fueron preparadas por

diluciones sucesivas en acido acético 0,1%.
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La curva de calibracién fue determinada por triplicado usando diluciones
independientes. En el grafico IV.1 se observa la curva de calibraciéon utilizada para

cuantificar el contenido de patulina en las muestras analizadas.

Grafico IV.1. Curva de calibracion de patulina
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El coeficiente de correlacion linear de la curva de calibraciéon fue igual a

0,9991.

IV.1.1.6. Limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ)

Los LOD determinados fueron de 2,8 ug/kg para mermelada, jalea y dulce de
manzana y pera y 3,8 pg/kg para puré de manzana y los LOQ calculados fueron 6,3
ng/kg para puré de manzana y 4,7 pg/kg para el resto de los productos analizados.
Estas estimaciones se realizaron calculando el ruido como fuera descripto en el punto

I11.1.4.4. de Materiales y Métodos.

102



IV.1.1.7. Cromatografia y confirmacion de muestras positivas

Es de observar que en la bibliografia se remarca el problema que causa el
HMF en la determinacion de patulina, por el hecho de encontrarse muy préximo en
cuanto al tiempo de retencién y debido a que siempre se encuentra en muy altas
cantidades respecto de la patulina. En la Figura IV.1 se muestran cromatogramas
superpuestos de una mezcla de estindares de HMF y patulina a dos concentraciones
diferentes (linea violeta y negro de puntos), estandar de HMF solo (linea marrén) y el
cromatograma de una muestra naturalmente contaminada 8420 (linea azul). Se puede
observar, la 6ptima resolucién entre los picos correspondientes a los dos analitos.

En la Figura IV.2 se encuentra el cromatograma de estindares y sus
respectivos espectros UV-Visible. Los espectros de los estdindares se compararon con
el espectro del pico que sale en la muestra en el mismo tiempo de retenciéon que el
estandar de la micotoxina analizada, un ejemplo de ello es la muestra 8420 de puré

de manzana lo que se observa en la Figura IV.3.
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Figura IV.1. Cromatograma de muestra contaminada y estandares

8420: muestra naturalmente contaminada (linea azul); HMF: estandar de HMF (linea marrén)
1/18 y 1/50: Mezcla de estandares de patulina y HMF (lineas bordo y negro de puntos)

Figura IV.2. Estandar de patulina y HMF
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Figura IV.3. Muestra naturalmente contaminada
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Al comparar los espectros de ambos picos se observa que coinciden, con lo
cual se puede asegurar que el pico analizado y cuantificado en las muestras

corresponde a la micotoxina buscada.

IV.1.1.8. Comparaciéon de la metodologia utilizada con la presente en la
bibliografia
En esta seccién se compara la metodologia desarrollada y validada respecto de
algunos trabajos donde se plantearon métodos para determinar patulina en distintos
productos de manzana.
En las tablas IV.5 a IV.8 se pueden observar los valores de recuperacion de la
metodologia desarrollada por Boonzaaijer y col. (2005); Iha y Sabino (2006); Li y col.

(2007); Valle-Algarra y col. (2009).
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Tabla IV.5. Metodologia de Boonzaaijer y col. (2005)

Nivel (ug/kg) % Recuperacion % RSD
25,4 87 11 (n =5)
Jugo de 47,1 112 3(n=5)
manzana 94,3 99 6 (n=6)
942,9 83 6 (n=6)
25,4 63 17 (n =5)
Manzana 47,1 71 13(n=5)
94,3 80 13 (n =6)
942,9 80 6 (N =6)

Tabla IV.6. Metodologia en jugo de manzanas de Tha y Sabino (2006)

Nivel (ng/kg) % Recuperacion (n=6) | % CV
215 81,1 6,0
39 81,7 6,0
7 91,7 7,7
LOD: 3 ug/l;LOQ: 7 ug/l

Tabla IV.7. Metodologia en jugo de manzanas de Li y col. (2007)

Nivel (ug/kg) % Recuperacion % RSD
62,5 92,28 8,37
31,5 88,13 6,24
10 86,19 5,15
LOD: 8 ug/l;LOQ: 23 ugl/l

Se puede observar que la metodologia desarrollada y puesta a punto en esta
tesis, que se esquematiza en la Figura IV.4 tiene, en comparaciéon con aquellas

publicaciones donde trabajaron con productos sélidos de manzana (Boonzaaijer y
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col. 2005, en manzanas y Valle-Algarra y col. 2009, puré de manzana), valores de

recuperacion en el caso de Valle-Algarra y col. (2009), un 15% mayor comparado con

los valores medios de recuperacién para el puré, en el caso del trabajo de Boonzaaijer

y col. (2005) al comparar la recuperacion del puré con el obtenido por estos autores,

un 15 % mayor y en el resto de los productos, se obtiene con esta metodologia una

recuperacion casi 30 % mas alta. Mirando los valores de error de la metodologia, se

puede observar que el método propuesto tiene una variaciéon porcentual similar a los

trabajos de los autores mencionados.

Tabla IV.8. Metodologia de Valle-Algarra y col. (2009)

Nivel (ug/kg) | % Recuperacion (n=3) | % RSD
Metodologia 1 LLE-NaH2PO4, LOD: 2,0 pg/kg
20 71,6 6,8
50 73,6 5,6
100 82,9 3,1
1000 77,0 1,7
Metodologia 2 LLE-NaH2PO4-silica, LOD: 2,1 pg/kg
20 62,4 9,3
50 63,9 5,8
100 67,8 4,0
1000 69,2 4,9
Metodologia 3 LLE-NaH2P0O4-C18, LOD: 1,3 pg/kg
20 65,4 8,2
50 62,3 6,4
100 55,1 6,2
1000 52,3 8,0
Metodologia 4 LLE-NaH2P04-C18, LOD: 1,4 ug/kg
20 70,1 8,7
50 74,3 6,2
100 71,6 8,9
1000 69,3 5,7

Metodologias 1, 2 y 3: jugo de manzana, metodologia 4: puré de manzana
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Figura IV .4. Esquema de extraccion y clean-up de patulina desarrollado

10 g muestra

Incubacion con pectinasa
(16 hs, T° amb. oscuridad)

\ 4

Extraccion con 32 ml ACN

Filtrado (papel de filtro)

A 4

30 ml se pasan por SPE, Multisep®
228 Aflaplat Multifunctional

Secado de 20 ml, en vacio
y bajo atmosfera de N>

A 4

Resuspensiéon en 500 pl AcOH O,ldf)

!

HPLC

En la Tabla IV.9 se han incluido los criterios publicados en el Diario Oficial de
la Union Europea (EU, 2006) para metodologias analiticas, para las distintas
micotoxinas, donde establecen rangos para el valor de recuperacién y los valores de
error en la metodologia desarrollada, segtin el contenido de ellas en los distintos

alimentos.
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Tabla IV.9. Criterios de funcionamiento para la patulina, segan UE (2006)

Con;earlluc:ic;l;; g/kg RSD; % RSDr % % de recuperacion
<20 <30 <40 de 50 a 120
20-50 <20 <30 de 70 a 105
> 50 <15 <25 de 75a 105

RSD:r: Desvio estandar porcentual de repetibilidad
RSDgr: Desvio estandar porcentual de reproducibilidad

Podemos observar al analizar la Tabla IV.9 que la metodologia desarrollada,
cumple con los rangos de recuperacion y varianza propuestos en las normas fijadas
por la Unién Europea.

En el afio 2003, la “Commission Regulation-EU” introdujo cambios en sus
normas desglosando el nivel maximo permitido para los distintos productos. Hasta
ese momento solo se encontraba legislada la cantidad méxima en jugos de manzana,
regulando para alimentos destinado a bebés un maximo permitido de 10 pg/kg para
patulina (limite més estricto para todo alimento producido en base a manzana).
Debido a que los alimentos en base a manzana, destinados al consumo de infantes,
estin compuestos mayormente con puré, la metodologia puesta a punto en este
trabajo, con los limites de deteccién y cuantificacion logrados para este producto (3,8
y 6,3 pg/kg respectivamente), permiten contar con un método adecuado para
detectar valores cercanos al maximo establecido por la norma en los alimentos

destinados al consumo de infantes.
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IV.1.2. Ocurrencia natural de patulina
En la Tabla IV.10 se observa el resumen de los valores de contaminacién
natural obtenidos en los productos estudiados (en el anexo, se pueden observar los

datos de los analisis completos).

Tabla IV.10. Ocurrencia natural de patulina en productos sélidos y semisélidos de
manzana y pera comercializados en Argentina

. Medias de contaminacion
o Rango de Promedio
N° de m (ng/kg)
. uestras muestras
Productos posit/ ositivas ositivas ND=0 ND = ND =
Total p p LOD | LOD/2
(ng/kg) (ng/kg) M o "
Manzana | Mermelada 6/26 17-39 27,0 6,2 8,4 74
Jalea 0/7 - - 0 2,8 1,4
Dulce 0/4 - - 0 2,8 14
Puré 4/8 22-221 123,0 61,5 63,2 62,3
Pera Mermelada 1/6 25 25 472 4.8 4,6
Total 11/51 17-221 61,7 13,3 15,4 14,4

(1) GEMS/Food-Euro (1995); (2) Task 3.2.8 (2002), ND = no detectado.

Se puede observar una incidencia del 20% (11/51) de muestras positivas,
respecto del total de muestras analizadas. Desglosando por productos, se observa
que si bien la incidencia de muestras positivas es baja, el promedio de
contaminacion, al tomar soélo las muestras positivas, supera o iguala los valores
maximos permitidos por la “Commission Regulation-EU” (2001) para productos
solidos o semisélidos (25 pg/kg). El puré de manzana tiene un promedio de
contaminacion de 123,0 pg/kg, teniendo un méximo de 221 pg/kg. Este producto, a

su vez, tiene una alta incidencia de contaminaciéon (50%) sobre las muestras
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analizadas. Si bien todos los productos analizados son consumidos por la poblaciéon
argentina y tienen que ser considerados, para un estudio de exposicion de esta
micotoxina, los productos que presentaron mayor contaminacién fueron productos
provenientes de México y Brasil.

Para un posible estudio de exposicion a esta toxina, se calcularon los
promedios de contaminacion sobre el total de las muestras. Se hizo el estudio
tomando tres criterios, para las muestras donde no se detecté contaminacion, se
consider6 ND=0; ND=LOD o ND= "2 LOD, los dos primeros criterios se tomaron del
GEMS/Food-Euro del afio 1995 y el daltimo del trabajo en colaboracion de cientificos
de la Unién Europea (Scoop, 2002).

Al utilizar o tomar estos criterios, tenemos un promedio de contaminacién de
todos los productos menor a los limites establecidos por la UE, salvo el puré de
manzana donde este estudio muestra medias de contaminacién superiores, incluso a
los valores permitidos para jugo de manzana (50 pg/kg).

Este fue el primer trabajo realizado en Argentina que incluy6 el desarrollo de
una metodologia para la determinaciéon de patulina en productos sélidos y
semisolidos de manzana y pera, y el estudio de ocurrencia natural de esta toxina en
productos comercializados en el pais.

Seguin el estudio mas exhaustivo encontrado, realizado por un comité de
cientificos de la UE del afio 2002, resumido en el “Reports on tasks for scientific
cooperation Task 3.2.8” (Tabla 1.1.4.2. Contaminaciéon de distintos productos)
muestra para el caso del puré de manzana: 7/97 positivas sobre el total de muestras y

un maximo de 86 ng/kg (Francia), 2,5 veces menor que el valor maximo encontrado
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en Argentina. Al compararlo con un estudio publicado en el afio 2010 por Barreira y
col. (Tabla 1.1.4.2) sobre la ocurrencia de patulina en productos de manzana
comercializados en Portugal entre los afios 2007-2009, se observé que el puré de
manzana comercializado en Argentina presenté una contaminacién donde el
maximo encontrado es aproximadamente 39 veces maés alto que el encontrado por
este trabajo.

O sea, la ocurrencia de patulina y la concentraciéon de ésta encontrada en los
productos comercializados en Argentina, al ser comparados con estudios realizados
en otros paises, mostraron que en el puré de manzana la contaminacién es mucho

mas alta, al igual que la frecuencia de muestras positivas.

IV.1.3. Decontaminacién de patulina por tratamiento con luz pulsada

Tal como indican Fernandez-Cruz y col. (2010), la eleccién de frutas que no
presenten “pudricion marrén” disminuye pero no elimina por completo la
contaminacién por patulina en productos elaborados con manzana. Es necesario
entonces el desarrollo de metodologias que tiendan a disminuir la incidencia y los
niveles de contaminacién en los alimentos producidos con manzanas.

Con esta premisa se realizaron pruebas para estudiar la posible aplicacion de
luz pulsada, con el fin de bajar la contaminacién de patulina inicial. Primero se probé
en soluciones modelo con distintas concentraciones de esta micotoxina, para luego
pasar a realizar el anélisis sobre el puré de manzana, ya que este fue el producto que
presentd6 mayores niveles de contaminaciéon. La buasqueda de productos

naturalmente contaminados se realizé dos afios después del estudio de ocurrencia
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descripto anteriormente. En esta nueva adquisicion de productos de manzana, se
logré hallar s6lo una muestra naturalmente contaminada y debido a que la
homogenizacién en la adicién de patulina no resulta confiable, se decidié probar con
un jugo de manzana clarificado, al cual se le agreg6 una concentraciéon conocida de
patulina. Luego se procedi6 al tratamiento con luz pulsada, tal cual como se hizo con

la solucién modelo.

IV.1.3.1. Dosis en la cabina de luz pulsada

En la Tabla IV.11 se colocaron los valores medios de la dosis medida para un
pulso de luz, dicha medicién se realizo por triplicado. La mediciéon de la dosis se
verifico respecto de la posicion geométrica de la lampara (centro y extremos) y de la
distancia existente en los estantes donde son colocadas las muestras a tratar (5, 10 y

15 cm).

Tabla IV.11. Dosis por pulso en la cabina de luz pulsada respecto de la posiciéon
geométrica y la distancia a la lampara (n=3)

Posicion respecto Distancia del estante respecto de la lampara

de la lampara de 5cm J/cm? 10cm J/cm? 15cm J/cm?
Xenon Media %CV Media %CV Media %CV
Parte central 0.737 0.369 0.398 2.459 0.256 | ------- *
Extremo A 0.420 0.646 0.192 3.986 0.144 1.358
Extremo B 0419 | - * 0226 | ---—-- * 0.166 | ------- *

%CV: % coeficiente de variacién; ** no se pudo calcular debido a que la variacién de las mediciones
fue menor que la precisién del instrumental utilizado.

Se puede observar que la dosis no es homogénea, al ser medida en distintas

posiciones geométricas respecto de la lampara, encontrandose la mayor potencia en
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la parte central de la misma, aproximadamente el doble de la dosis medida en los

extremos. También se ve que la variacion del pulso en las repeticiones medidas

presenta menos del 4 % de coeficiente de variacion.

IV.1.3.2. Reduccion de la contaminacion inicial de patulina en soluciones

modelos

Los resultados de las pruebas realizadas en solucién buffer Mcllvaine a pH 3,5

se pueden ver en las tablas IV.12 y 13. La dosis de luz pulsada en los distintos

tiempos fue calculada multiplicando la intensidad de cada pulso (tres pulsos por

segundo) por el tiempo de exposicion, la suposicion que la lampara mantiene la

intensidad del pulso con el tiempo, se toma debido a la muy baja variacion que se

obtuvo cuando se midi6 la dosis de un pulso.

Tabla IV.12. Valores medios del porcentaje residual de la patulina (n=4). 500 ng/1

Tiempo Dosis luz Contaminacion residual | Desviacion
(segundos) | pulsada (J/cm?) % Valor Medio Estandar %CV
2 2,388 102 8 8
5 5,970 92 3 4
8 9,552 80 5 6
11 13,134 71 8 11
14 16,716 56 15 27
17 20,298 41 18 44
20 23,880 30 6 22
30 35,820 15 5 39

%CV: % coeficiente de variacion

114



Tabla IV.13. Valores medios del porcentaje residual de la patulina (n=4) 100 pg/1

Tiempo Dosis luz Contaminacién residual | Desviacion %CV
(segundos) | pulsada (J/cm?) % Valor Medio Estandar

2 2,388 87 18 20
8 9,552 83 13 15
11 13,134 75 14 19
14 16,716 69 10 15
17 20,298 50 11 22
20 23,880 35 4 12
25 29,850 18 8 48
30 35,820 6 0.5 8

35 41,790 7 0.6 9

%CV: % coeficiente de variaciéon

En los gréficos IV.2 y IV.3 se puede observar la relacién entre la disminuciéon

de la concentracion de patulina con el tiempo de exposicién a los pulsos luz.

Gréfico IV.2. Tratamiento con luz pulsada, 500 pg/1, valores medios (n=4)
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Gréfico IV.3. Tratamiento con luz pulsada, 100 pg/1, valores medios (n=4)

120

100 e

80 -

60 -

40

Valor Residual (%)

20

10 20 30

Tiempo de Exposicion (s)

40

Estas curvas de valor residual porcentual de patulina respecto del tiempo cero

de tratamiento, corresponden a los valores medios de los cuadruplicados realizados.

En el Grafico siguiente (IV.4) se superpusieron las curvas de degradaciéon de patulina

para las dos concentraciones estudiadas.

Grafico IV.4. Superposicion de las curvas de degradacion denatul
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concentracion inicial de patulina en la solucién 500 ug/1
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Se puede observar que las curvas tienen un comportamiento en soluciéon
similar, dando a suponer que la cinética de degradacion, al ser irradiada con luz

pulsada, no depende de la concentracion inicial de patulina.

IV.1.3.3. Reduccién de la contaminacion de patulina en puré de manzana

contaminado naturalmente

Luego de comprobarse la eficacia de la utilizacion de luz pulsada para
decontaminar una solucién con patulina, se pasé a probar la utilizaciéon de esta
técnica en productos naturalmente contaminados.

Para esto se analizaron 10 muestras recolectadas en 2009 y2010 del producto
que mayor incidencia y contaminacién por patulina cuando se estudi6 la ocurrencia
natural de esta micotoxina, o sea en puré de manzana.

Solo se encontré una muestra contaminada en el periodo que se realiz6 la
colecta de muestras. Es de destacar entonces que en estos afios la poblaciéon se
encontraba menos expuesta a patulina que durante los afios donde se realiz6 el
estudio de ocurrencia (2006-2007). La prueba se hizo entonces en un puré de
manzana cuya contaminacion fue de 29 png/kg.

Se irradi6 este producto 10, 20, 60, 100 y 150 segundos, analizando la
contaminacion residual a cada dosis. La contaminacién se redujo un 49% con 10
segundos de exposicién a la luz pulsada (14 pg/kg, dosis 11.940 J/cm?). Para el resto
de los tiempos probados no se detecté contaminacién por la metodologia analitica

utilizada en la medicién de patulina.
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En el Grafico IV.5 se puede observar la evoluciéon de la temperatura con la

irradiacion en puré.

Gréfico IV.5. Evolucion de la temperatura con el tiempo de exposicion en puré de manzana
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Durante los diez segundos de tratamiento, periodo en el cual la patulina se
redujo aproximadamente en un 50%, la temperatura del puré de manzana se elevé de
23 °C a 27 °C, por lo tanto se puede descartar una degradacion térmica significativa

de esta micotoxina.

IV.1.3.4. Reduccién de la contaminacion de patulina en jugo de manzana
clarificado

Al no encontrarse mas muestras contaminadas, entonces se decidié realizar

pruebas de irradiacion sobre un jugo de manzana clarificado, al cual se le agregé

patulina, para obtener una concentracion de 129 ng/1 de la toxina. Se irradiaron las
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muestras en los tiempos: 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20. 25 y 30 segundos obteniendo la curva

de degradacion de patulina que se muestra en el Gréfico IV.6.

Gréfico IV.6. Reduccion de patulina en jugo adicionado en una concentracion de 129 ug/1
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Se puede ver que la curva de degradacion en el jugo presenta diferencias
respecto a las obtenidas en las soluciones modelo. No se observa un tiempo lag en el
jugo en los tiempos cortos de irradiacion y, a su vez, presenta una pendiente méas
pronunciada al principio del tratamiento llegando a un valor residual de
contaminacion de un 40% en el jugo en aproximadamente 10 segundos. Se observé
un tiempo de tratamiento de casi el doble, para llegar al mismo nivel de reduccién en
las pruebas con la solucién modelo. Luego de este tiempo el valor residual se redujo
mas lentamente.

En el Grafico IV.7 se puede ver la evolucion de la temperatura a medida que

aumenta la exposicion del jugo de manzana a los pulsos de luz.
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Gréfico IV.7. Evolucion de la temperatura con el tiempo de exposicién en jugo
clarificado de manzana
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Tal como ocurre en el puré, la evolucion de la temperatura hace presumir que
la degradaciéon de patulina no se produce por degradaciéon térmica, como ya fuera
mencionado en la revisién bibliografica (I.1.6. Procesos y su estabilidad frente a ellos)
sobre el efecto de la temperatura sobre patulina. Se puede deducir que durante los 30
segundos de tratamiento donde la temperatura varia de 22°C hasta 31°C, la reduccion

por efecto de la temperatura es despreciable.

IV.1.4. Discusion

En el marco de esta tesis doctoral, se desarroll6 una metodologia analitica para
la determinacién de patulina, en productos sélidos y semisélidos de manzana y pera.
Dicho método se encuentra dentro de los pardmetros planteados en la

reglamentacién de la UE (2006) para metodologias analiticas donde se determinan
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micotoxinas en alimentos. Se obtuvieron LOD y LOQ que hacen a esta técnica 6ptima
para el andlisis de ocurrencia de patulina en productos destinados al consumo de
infantes, donde la legislaciéon impone limites muy estrictos.

Se realiz6 el primer relevamiento en el pais, estudiando la ocurrencia natural
de patulina en productos sélidos y semisélidos comercializados en Argentina. Se
obtuvo una baja incidencia de muestras positivas, pero las muestras donde la
contaminacion por patulina fue detectada y cuantificada presentaron, en su mayoria,
concentraciones que exceden los limites impuestos en las distintas reglamentaciones,
respecto a la concentraciéon maxima permitida.

De todos los productos analizados, el puré de manzana presenté la mayor
incidencia y los valores mas altos de contaminacién por esta micotoxina, esto se
puede deber a que este producto de manzana presenta el menor procesamiento de
todos los productos analizados. El puré en su preparacion basicamente lleva una
limpieza de la fruta, pelado y coccién, dicho paso no dura mas de 20 minutos.
Mientras que la coccién para la fabricacion de mermelada se realiza hasta que la
fruta se convierta en pulpa (precoccién), luego de esto se agrega el azticar y se realiza
un segundo paso de coccidn, este segundo proceso, conlleva el agregado de pectinas,
acido citrico, el resto de azdcar y conservantes (benzoato de sodio y/o sorbato de
potasio, solos o en conjunto). Esta dltima coccién se realiza hasta llegar a la
consistencia deseada, la cual se determina por la cantidad de sé6lidos solubles por
lectura (°Brix) a 20°C: minimo 64%, maximo 68%. Todo esto implica que durante la
elaboracion de mermelada, el tiempo de procesamiento de la fruta es superior al

empleado en la elaboracion de puré.
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Como paso posterior se prob¢ la utilizacion de luz pulsada en un tratamiento
de decontaminacién en puré de manzana. Estas pruebas en dicho producto se deben
no s6lo a que éste presenté el mayor grado de contaminacién, sino que el puré de
manzana es el componente principal de alimentos destinados al consumo de nifios
que, debido a su fisiologia, dieta restrictiva y el gran consumo relativo respecto de su
peso corporal, se transforma en la poblacién més vulnerable al consumo de patulina
por ingesta de puré de manzana.

Se observo la degradacién de la patulina al ser irradiada con la luz emitida por
la ldmpara de xendn, en soluciones modelo, en puré y en jugo de manzana
clarificado.

En el puré estudiado, a los 10 segundos de tratamiento, la contaminacién
inicial de patulina se redujo a la mitad (49%). La degradacién de patulina, en el caso
del jugo de manzana, se produjo inicialmente mdas rdpidamente que en la solucién
modelo. En las soluciones modelo la velocidad de degradacion no fue dependiente
de la concentracion inicial de patulina.

Tal como se expuso en la introduccién, diversos autores (Jackson y Dombrink-
Kurtzman, 2006; Drusch y col., 2007; Kawashima y col., 2002; Scott y Somers, 1968;
Stinson y col., 1978) concluyen que la patulina tiene cierta resistencia a la
temperatura cuando se encuentra en un medio acido. En todas las experiencias de
tratamiento con luz pulsada, la patulina se encuentra en un medio con pH é&cido, y el
aumento de temperatura en ningtn caso superé dentro de los tiempos probados los
35 °C, tal como se menciond anteriormente es de suponer que este aumento no

influye en la reduccién de la contaminaciéon de la micotoxina estudiada.
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McKenzie y col. (1997) mostraron que una concentraciéon de 10% p/p de
ozono, luego de 15 segundos, elimina por completo la patulina en una solucién que
contenia 32 uM de ésta. El manual del equipo informa que la cantidad de ozono
generada por la descarga de la ldmpara es superior a 0,08 ppm (una concentracion
muy pequefia comparada con la del experimento de McKenzie y col., 1997) pero,
como se hizo notar en la descripcién, el equipo cuenta con un ventilador que
remueve el ozono que pueda generarse, por lo tanto, habria que evaluar la
concentracién de ozono generada y la capacidad del ventilador de remover el mismo.
O sea, si quedara luego de la ventilacion ozono residual, éste podria intervenir en la
degradacion de patulina. En estudios posteriores, cuando se cuente con un equipo
para la medicion en aire del ozono, se podria evaluar si el mismo interviene en el
proceso de descontaminaciéon de esta micotoxina cuando se aplica un tratamiento de
luz pulsada.

También queda para futuros estudios el andlisis de si este proceso de
degradacién no conlleva la formacion de nuevos productos téxicos, como asi también

la posible perdida nutricional y caracteristicas organolépticas del producto tratado.
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IV.2. Fumonisinas

IV.2.1. Metodologia analitica

IV.2.1.1. Fumonisinas libres

IV.2.1.1.1 Fumonisinas

Para el andlisis de FB1, FBz y FBs, en las distintas matrices en estudio (maiz,
fracciones de la molienda himeda y chizitos), se procedi6 a ajustar el método AOAC
N°995.15 (2005) que es utilizado para harina de maiz.

Dicha metodologia, extrae las fumonisinas a partir del maiz molido, con 25 ml
de una mezcla de MeOH/HxO (75/25, v/v), utilizando una licuadora para la
agitacion. Con el fin de eliminar posibles interferencias presentes en el extracto, se
utilizan columnas de extraccion en fase sélida (SPE) de intercambio aniénico (SAX).

Para el andlisis en las demas matrices, se tuvo que ajustar dicha metodologia,
para ello se dividieron las fracciones obtenidas a partir de la molienda hameda de
maiz en dos, esta separacion se realiz6 en base a la cantidad de agua presente en cada
matriz.

La fracciones con mayor cantidad de agua, que fueron las aguas de
maceracion y la suspension de almidén, con el fin de mantener la relacion solvente
organico/agua, se agregd solamente metanol, utilizando el agua que contenia la
fraccion para mantener dicha relaciéon. Se tomaron 50 gramos de la matriz y se

agregaron 75 ml de MeOH.
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Para las fracciones sdlidas obtenidas a partir de la molienda hdmeda, se

realiz6 la extraccion tal como esta descripto en el método AOAC nombrado.

Las columnas de extraccion en fase solida utilizadas tienen un pH 6ptimo de

trabajo y un valor distinto de este valor de pH, provoca una reduccién en la

recuperacion de los analitos de interés. En esta parte del trabajo de investigacién, se

utilizaron las columnas amino cuaternaria Bakerbond (marca ].T. Baker). Se

realizaron pruebas de pH, para cada una de las fracciones obtenidas a partir de la

molienda hiimeda de maiz, en la tabla 2.1, a modo de ejemplo se puede ver como

varia la recuperaciéon de FBi y FB:x respecto al pH con el que se acondicioné la

solucion de extraccién, previo al pasaje por la columna de limpieza para gluten meal,

aguas de maceracion, fibra hiimeda, germen, fibra seca, maiz y gluten feed.

Tabla IV.14. Ajuste del pH del extracto para distintas matrices

Fraccién pH FB1 pg/kg FB2 pg/kg
5,0 1834 1842
55 1940 3508
Gluten meal 5,8 2256 3760
6,0 2078 3706
6,5 1596 2896
5,0 127 ND
55 488 ND
Aguas de maceracién 5,8 848 178
6,0 988 214
6,5 1508 258
5,0 348 ND
55 1542 380
Fibra humeda 5,8 1744 548
6,0 1676 556
6,5 1715 522
5,0 ND ND
5,5 175,8 ND
Germen 5,8 102,6 ND
6,0 90 ND
6,5 95,02 ND
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Fraccién pH FB1 pg/kg FB2 pg/kg

5,0 145,2 ND

5,5 318 144
Fibra seca 5,8 564 178,3
6,0 628,6 189,4
6,5 1483,2 331,8

5,0 150 ND

5,5 1890 712

Maiz 5,8 3564 1352
6,0 3228 1322

6,5 3068 1258

5,0 896 1328

5,5 920 1544

Gluten Feed 5,8 856 1478
6,0 890 1454

6,5 856 1418

Por ello cada una de las fracciones, se ajust6é en un valor de pH distinto, maiz,
gluten meal y fibra htimeda a 5,8; aguas de maceracion y fibra seca a 6,5 y germen y
gluten feed a 5,5.

Una vez pasada la mezcla de extraccion por la columna de limpieza SPE, las
fumonisinas son eluidas de la columna con 10 ml de una mezcla de MeOH/ AcOH
(99/1, v/v), este solvente de caracter acido provoca un cambio de pH, lo cual hace
que las toxinas unidas a la fase estacionaria se liberen.

El extracto limpio, es secado a 55 + 1 °C bajo corriente de nitrégeno hasta
sequedad, y luego es resuspendido en 500 pul de ACN/H2O (50/50, v/v) para su
analisis por HPLC.

Durante el estudio del proceso de extrusién para la produccion de chizitos, y
para determinar cémo este proceso afecta la contaminaciéon por fumonisinas, se
utilizaron columnas amino cuaternario marca UCT. Se ajusté6 nuevamente el pH de

las soluciones para trabajar con estas nuevas columnas, en este caso tanto para el
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maiz como para los chizitos, el pH adecuado fue de 6,0, segtin se puede ver en los

graficos IV.8a, IV.8b y IV.8c.

Gréfico IV.8a. Efecto del pH en la extraccion de FB:
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Gréfico IV.8b. Efecto del pH en la extracciéon de FB>
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Gréfico IV.8c. Efecto del pH en la extracciéon de FB3
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Adaptado de Federico, 2009. Tesis de maestria

En el caso de los chizitos, se extrajeron las fumonisinas de este producto con
una mezcla de solventes MeOH/ACN/H-O (25/25/50, v/v/v) realizando dos
extracciones consecutivas. La puesta a punto del pH y de los solventes de extraccion,

se realiz6 en el trabajo de maestria de Federico (2009).

IV.2.1.1.2 Fumonisinas totalmente hidrolizadas
Para el analisis de las fumonisinas hidrolizadas (HFBx), fue necesario resolver
los puntos criticos de las metodologias a desarrollar. Estos puntos criticos fueron:
* Columna de extracciéon en fase sdlida (SPE) (determinar que columna
era la mas adecuada y encontrar las condiciones 6ptimas para esa
columna).

* Solventes de extraccion y ajuste de pH de los mismos.
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Las columnas probadas para la limpieza del extracto fueron, Chromabond
C18, 3ml/500mg Macherey-Nagel y OASIS® HLB, 3cc/60 mg Waters.

Las primeras pruebas, se hicieron pensando en la extracciéon de las
fumonisinas hidrolizadas libres en el mismo paso en que se realiza la determinacién
de FBx, por esta razén se adicionaron estandares de HFB;, HFB, y HFB; a una
mezcla ternaria de solventes MeOH/ACN/H-O (25/25/50, v/v/v), ya que esta
mezcla es la que se utiliza para la extraccién de FBx en chizitos.

En la tabla IV.15, se muestran los resultados de recuperaciéon para las dos
columnas probadas, los valores de recuperacion se calculan comparando las areas del
analito en cada mezcla de solventes, contra una dilucién de una concentraciéon
similar al de la solucién con que se adicioné la matriz en estudio.

Para este estudio, se analiz6é la concentraciéon de cada una de las porciones
obtenidas en todo el proceso de limpieza, carga (pasaje del solvente con el analito por
la columna SPE), lavados y eluciéon. Se puede observar, que en estas condiciones la
columna OASIS® HLB no retiene los analitos en cuestién y la poca cantidad que es
retenida por la columna eluye en los pasos de lavado.

En cuanto a la columna Chromabond C18, se puede observar, que se necesitan
aproximadamente 8 ml de solvente de elucion para extraer por completo las toxinas

de la columna de limpieza.
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Tabla IV.15. Recuperacion de los hidrolizados de fumonisina en las SPE probadas.

Recuperacién %
HFB; HFB2 | HFB3
OASIS® HLB, 3cc/60 mg Waters
5 ml de extracto de MeOH/ACN/H20
Carga (25/25/50, v/v/v) 93,5 82,0 55,0
2 ml MeOH/H,O (5/95, v/v) 4,5 5,2 4,5
Lavado 2 ml MeOH/H,0 (20/80, v/v) 3,6 14,7 19,0
2 ml MeOH/H,O (50/50, v/v) 0,0 2,5 13,2
2 ml MeOH/H,O (67/33, v/v) 0,0 0,0 2,0
Elucion 1 ml MeOH/H,O (75/25, v/v) 0,0 0,0 0,0
2 ml MeOH/AcOH 8% (75/25, v/ V) 0,0 0,0 21,3
Total recuperado 101,6 104,4 115,0
Chromabond C18, 3ml/500mg Macherey-Nagel
5 ml de extracto de MeOH/ACN/H20
Carga (25/25/50, v/v/v) 0,0 0,0 0,0
2 ml H20 0,0 0,0 0,0
Lavado 2 ml MeOH/H,O (5/95, v/v) 0,0 0,0 0,0
2 ml MeOH/H,O (25/75, v/v) 0,0 0,0 0,0
2 ml MeOH 18,0 2,3 44,8
Elucion 2 ml MeOH 25,2 0,0 0,0
2 ml MeOH 26,3 17,0 21,3
1,5 ml MeOH/AcOH 8% (75/25, v/v) 24,8 75,8 56,1
Total recuperado 94,3 95,1 122,2

La segunda prueba con las columna OASIS® HLB, basada en la metodologia
utilizada por la Dra. Motta en su tesis doctoral (2005), luego de la hidrélisis en medio
alcalino fuerte, se extraen las HFBx con MeOH/EDTA 0,01M (30/70, v/v). Autores
como Hartl y Humpf (1999), ajustan el pH a 3,5 la solucién de extraccion antes de
cargarla en la SPE.

Se adicion6é HFB: a una soluciéon de MeOH/EDTA 0,01M (30/70, v/v) y se
hicieron pruebas segun los esquemas de Hartl y Humpf (1999), Motta (2005) y
Pagliuca y col (2005).

En la tabla IV.16, se muestran los resultados de aplicar los esquemas de los

autores citados.
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Tabla IV.16. Recuperacion de los hidrolizados de fumonisina en las SPE OASIS® HLB.

Recuperacién %
HFB1 HFB> HFB3
lav 1 MeOH/H,O (5/95, v/v) 1 ml ND ND ND
lavy | MeOH/H20/AcOH (5/94/1, ND ND ND
v/v/v)1ml
Elucl | MeOH 2 ml 8813 | 8842 a7a | PH?
Eluc2 | MeOH 2 ml ND ND ND
Eluc3 | MeOH 2 ml ND ND ND
Método 1
lav 1 MeOH/H,O (5/95, v/v) 1 ml ND ND ND
lav 2 ll\/I;CI)H /H20/AcOH (5/94/1,v/v/v) ND ND ND
Eluc1 MeOH 2 ml 107,77 87,79 113,68 pH50
Eluc2 | MeOH 2 ml ND ND ND
Eluc3 | MeOH 2 ml ND ND ND
lav 1 MeOH/H,O (25/75, v/v) 2 ml ND ND ND
lav 2 MeOH/H,O (1/1,v/v) 1 ml 102,79 ND ND
Eluc1 MeOH/AcOH (95/5, v/v) 2 ml 8,75 71,37 107,05 pH3
Eluc2 | MeOH/AcOH (95/5, v/v) 2 ml ND ND ND
Meétodo 2 Eluc3 | MeOH/AcOH (95/5, v/v) 2 ml ND ND ND
lav 1 MeOH/H,O (25/75, v/v) 2 ml ND ND ND
lav 2 MeOH/H,O (1/1, v/v) 1 ml 42,06 ND ND
Elucl | MeOH/AcOH (95/5, v/v) 2 ml 60,47 35,58 103,64 pH5,0
Eluc2 | MeOH/AcOH (95/5, v/v) 2 ml ND ND ND
Eluc3 | MeOH/AcOH (95/5, v/v) 2 ml ND ND ND
lav 1 MeOH/H,0O (20/80, v/v) 3 ml 2,73 ND ND
lav 2 MeOH/H,O (50/50, v/v) 3 ml 107,33 ND 85,34
lav 3 MeOH/H,0 (67/33, v/v) 3 ml ND 35,32 12,84
MeOH/H,O (75/25, v/v) 1 ml +
Eluc1 MeOH/H20 (8% AcOH) (75/2, v/V) 3,49 ND ND pH 3
2ml
Eluc 2 g/lrerlel)H /H20 (8% AcOH) (75/2, v/ v) 3,23 ND ND
Eluc 3 g/[;CI)H/ H>O (8% AcOH) (75/2,v/v) ND ND ND
Método 3 M T T MeOH/ TLO (20780, v/v) 3 mi ND ND ND
lav 2 MeOH/H,O (50/50, v/v) 3 ml 86,47 ND ND
lav 3 MeOH/H,O (67/33, v/v) 3 ml 16,90 26,53 107,17
MeOH/H,O (75/25, v/v) 1 ml +
Elucl | MeOH/H20 (8% AcOH) (75/2,v/v) ND ND ND
2 ml pH>5,0
Eluc 2 2/[;(1)1—1/ H>O (8% AcOH) (75/2, v/v) ND ND ND
Eluc 3 2/[;(1)1—1 /H20 (8% AcOH) (75/2, v/v) ND ND ND

Método 1. Pagliuca y col (2005). Método 2. Hartl y Humpf (1999). Método 3. Motta (2005)
Lav: Lavado; Eluc: Elucién
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Se observa que no es necesario un ajuste en el valor del pH, ya que con el valor
natural de pH (5,0) de la mezcla MeOH/EDTA 0.01M (30/70, v/v), se obtienen
mejores recuperaciones que llevando el mismo a un valor de pH=3,0.

De los métodos ensayados, el disefiado por Pagliuca y col. (2005) presenta los
mayores rendimientos, no se pierden toxinas en las etapas de lavado y en la primera
extraccion se obtiene el total de los analitos cargados. Se puede concluir, luego del
ensayo de estas tres metodologias, que una concentraciéon de solvente organico
superior al 25% en las etapas de lavado provoca una pérdida de recuperacion de los
hidrolizados de fumonisina, pues estos empiezan a eluir de la columna.

Con esta conclusién, se continudé con la idea inicial, realizar una sola
extraccion y de esta repartir el extracto, destinando una fracciéon para el analisis de
FBx utilizando columnas SAX amino cuaternario y otra para el analisis de HFBx
utilizando OASIS® HLB en el paso de limpieza.

La extraccién en maiz y harina de maiz se realiza con 50 ml de MeOH/H>O
(75/25, v/v). Se toman 10 ml para el estudio de HFBx de esta solucién y se le agregan
20 ml de agua con el fin de diluir el solvente orgénico hasta un 25%, para permitir
que los hidrolizados de fumonisinas interaccionen con el relleno y queden retenidos
en la columna de limpieza. En el caso de los chizitos, la extraccién se realiza con la
mezcla MeOH/ACN/H2O (25/25/50, v/v/v), y a los 10 ml destinados al analisis de
las fumonisinas hidrolizadas se le agregé 10 ml de agua, con el mismo fin

mencionado anteriormente.
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IV.2.1.2. Fumonisinas unidas
Para el analisis de las fumonisinas unidas, se analizaron las variables tiempo
de hidroélisis, solventes de extraccion, tiempo de extracciéon y de sonicado de la
mezcla.
A continuacion se muestra el orden de los pasos realizados.
* Extraccion de los estandares adicionados de la solucion chizito-KOH.
Prueba con una mezcla de solventes basados en la tesis de la Dra Motta.
Extraccién con solventes orgénicos inmiscibles con el agua.
Ajuste del pH y viscosidad de la mezcla chizito-KOH 4N.
* Optimizacién del tiempo de agitaciéon y de sonicado en la extraccién, con el mejor
solvente elegido segtin los resultados obtenidos en el punto anterior.

* Ajuste del tiempo de hidrdlisis.

IV.2.1.2.1. Fumonisinas unidas en chizitos
Para todas las pruebas de ajuste de la metodologia, los valores de recuperacion
obtenidos en cada paso se calcularon por adicién de los estandares correspondientes.
Se comenz6 el desarrollo de la metodologia, probando en principio con los
chizitos un tiempo de hidrdlisis de 24 hs a 60°C con KOH 4N y extracciéon con
MeOH/EDTA 0.01M (30/70, v/v), basandonos para esto en lo realizado por la Dra.
Motta en su tesis doctoral (2005). En estos primeros pasos solo se evalu6 la

recuperaciéon de HFB.
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Al término de la hidrdlisis, una fraccion del hidrolizado se extrae con la
mezcla de MeOH/EDTA 0.01M (30/70, v/v), en un agitador orbital a 340 r.p.m.
durante 30 minutos.

La primera dificultad encontrada, fue la separacién de la fase de extraccion
luego de la agitacion. Se probaron distintas velocidades de centrifugacioén y se varié
la relacion hidrolizado/solvente de extraccion (tabla IV.17). Con una centrifugaciéon a

18000 r.p.m., se logré una separaciéon 6ptima de las dos fases liquidas.

Tabla IV.17. Variacion de la relacion hidrolizado/solvente de extraccion.

Agitacion 340 rpm 30 minutos, centrifugaciéon 15 min a 18000 rpm
. . MeOH/EDTA 0.01M 0 »
Hidrolizado (ml) (30/70, v/v) ml %0 recuperacion
10 30 3,2
5 20 5,6

10 ml del extracto se pasan por la columna HLB

Se repiti6 la prueba utilizando acetato de etilo (AcEt) como solvente de
extraccion y se realizaron dos procesos distintos:

a) extraccion de 15 ml del hidrolizado con 15 ml de AcEt. Se tomaron 10

ml, y se secaron con Nz a 37 °C. El extracto seco se disolvié en 10 de

MeOH/EDTA 0.01M (30/70, v/v) y el mismo se limpié pasdndolo por la

columna HLB para su analisis por HPLC.

b) extraccion de 15 ml del hidrolizado con 15 ml de AcEt, se secaron 10 ml

y se analiz6 por HPLC.

Se puede observar (Tabla IV.18) que si bien las recuperaciones son bajas

(aproximadamente 10%), en ambas pruebas se obtienen valores similares, esto indica,
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que la perdida, no se debe a la utilizaciéon de las columnas HLB como paso de

limpieza.

Tabla IV.18. Extraccidon con Acetato de etilo.

Método N° de extraccién % recuperacion HFB;
Primera 8,2
a) Segunda 1,5
Tercera 0,2
Primera 8,2
b) Segunda 1,1
Tercera 0,2

El otro resultado obtenido de esta prueba, es que con la segunda extraccion, se

recupera un 15 % del total obtenido (grafico IV.9).

Gréfico IV.9. Recuperacion de HFB; en extracciones sucesivas.
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Ademas la extraccion con AcEt, recupera un 40% mas que la mezcla
MeOH/EDTA 0.01M (30/70, v/v), la utilizacion de AcEt como solvente de
extraccion no necesita centrifugar a 18000 r.p.m. para poder obtener una buena
separacion de fases.

Dada la baja recuperacion obtenida en las pruebas realizadas, se procedi6 a
probar distintos solventes orgéanicos con el fin de lograr recuperaciones mayores en
el estudio de las HFBx. Para estas pruebas se homogeneiz6 chizitos molidos con
KOH 4N en una relacién 1:1 durante 10 minutos, al fin de este paso se separaron
porciones de 15 ml y se agregé HFB1 a cada una de las porciones, se agitaron y se
procedié a la extraccion con 15 ml de los siguientes solventes: AcEt, acetonitrilo,
hexano y mezclas de hexano/AcET, las extracciones se hicieron por duplicado

(Tabla IV.19).

Tabla IV.19. Extraccién con distintos solventes orgéanicos

Solvente de extraccion %recuperacion HFB
Acetonitrilo 13,6
Hexano ND
Acetato de Etilo 38,7
Hexano/AcEt 1+1 21,6
Hexano/AcEt 1+2 35,5
Hexano/AcEt 2+1 10,6

ND: no detectado

Las recuperaciones de HFBs, utilizando estos sistemas de solventes para la
extraccion, eran aun bajas, por esta razén se probé si esto podia deberse al pH

alcalino de la solucién. Para esto se adicion6é agua con HFB1 y luego se ajusto el pH
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en el rango de 2 a 10, para luego proceder a la extraccion con AcEt, en el Grafico

IV.10 se puede ver los resultados de este analisis.

Grafico IV.10. Ajuste del pH en la extraccion
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O sea que a pH acidos la recuperacion era baja e iba aumentando a medida
que el valor del mismo en la solucién de la cual se extraen los analitos aumenta. Esto
se puede deber al grupo amino terminal (Figura IV.5) que tiene en su estructura el
HFB,, a pH acido se encuentra en forma de amino cuaternario, lo cual confiere a toda
la estructura un caracter hidrofilico y a medida que aumenta el pH este grupo en
medio alcalino se encuentra como amina sin ninguna carga, probablemente el HFB;

podria tener mas afinidad por el solvente orgénico.
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Figura IV.5. Estructura HFB;
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Se procedi6 a determinar la recuperaciéon, de una muestra de chizitos
homogenizados con KOH 4N adicionado con HFB1. 20 ml de esta solucion, se llevé a
pH 10 agregando 12 ml de HCl 6N, esta nueva mezcla, se extrajo dos veces con 30 ml
de AcEt. A la extraccion en este caso, se le sumo un nuevo paso, después de la
agitacion, la solucién fue sonicada por 10 minutos, de esta prueba se obtuvo una
recuperacion del 64,8 %.

Con el fin de mejorar la recuperacién, se hicieron pruebas de tiempo de
agitacion y minutos de sonicado. Esto se prob¢ en las mismas condiciones descriptas
en el parrafo anterior, homogenizaciéon de una masa de chizito con KOH, ajuste de
pH con HCl 6N y en este caso el estindar de HFB; fue adicionado después del ajuste
del pH, ya que se vio que este paso eleva muy bruscamente la temperatura de la
solucion, pudiendo esto provocar la destruccion de los analitos estudiados. Los

resultados de esta prueba se pueden ver en la tabla IV.20.
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Tabla IV.20. Ajuste del tiempo de agitacion y sonicado durante la extraccion.

t de sonicado (min) t de agitaciéon (min) % recuperacion
15 30 98,5
30 30 96,6
45 30 77,5
60 30 53,2
15 15 92,2
15 30 92,3
15 45 69,5
15 60 100,6

Se puede observar de la tabla que a medida que aumenta el tiempo de

sonicado disminuye el valor de recuperacion (Grafico IV.11). Esto puede deberse a

que el efecto de sonicar trae aparejado un calentamiento de la soluciéon y este

calentamiento puede ser la causa de la disminucién en los valores de recuperacién o

que el proceso de sonicado destruya a la HFB1. A partir de este punto se decidié que

30 min de agitacion y 15 min de sonicado, son suficientes para obtener

recuperaciones mayores a 90%.

Grafico IV.11. Recuperacioén segtin los tiempos de agitacion y sonicado.
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Como se menciond anteriormente, se observd un violento incremento de la
temperatura, durante el ajuste del pH del hidrolizado con HCl 6N previo a la
extraccion. La siguiente prueba, se realiz6 para comprobar, si la recuperaciéon se
incrementaba debido al ajuste de pH o por efecto de dilucién del hidrolizado con un
solvente acuoso, ya que la mezcla homogénea de chizito-KOH 4N presenta
caracteristicas viscosas, y estas propiedades pueden interferir en la recuperacion.
Para comprobar esto, a una fraccién del homogenato chizito-KOH 4N, se le agrego el
estindar de HFB; y luego se diluy6 al medio con agua. De esta nueva solucion se
hizo la extraccién, resultando en wuna recuperacion de 107,2 %. Con esto
comprobamos que el agregado de HCI 6N para ajuste del pH no mejoraba los valores
de recuperacion por un efecto de pH, sino por efecto de disminuir la viscosidad de la
soluciéon de hidrolisis. La adicién de agua en vez de acido concentrado, evita el
brusco aumento de temperatura de la muestra, la cual podria conllevar a una
destruccion de las micotoxinas.

Como ultimo paso, quedaba por definir los tiempos 6ptimos de hidrdlisis,
para esto se hidrolizaron muestras con y sin adiciéon de estandares, en este caso se
adiciono el chizito con HFB1, HFB; y HFBs.

Los tiempos probados fueron desde 0 hasta 90 minutos en lapsos de 30, el t=0
se considera como el momento donde la muestra termina de homogeneizarse con el
alcali. La misma se realiz6 en un bafio de agua con agitacién continua a 60 °C

(Gratico IV.12).
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Grafico I'V.12 Ajuste del tiempo de hidrolisis.
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Se seleccion¢ el tiempo de 60 minutos para las hidrolisis con KOH 4 N ya que
se obtenian las mayores concentraciones de las tres toxinas.

El analisis de los cromatogramas de esta prueba, no muestran diferencias en
cuanto a los interferentes que puedan tener los analitos de interés, al utilizar
columnas de limpieza o por extraer con AcEt, por lo tanto a partir de aqui solo se

realiz6 la extracciéon con AcEt, evitando el gasto innecesario de las columnas de

limpieza.

IV.2.1.2.2. Fumonisinas unidas en maiz

Una vez puesta a punto la metodologia de extracciéon de las fumonisinas
unidas en los chizitos, se paso a probar dicha técnica en harina de maiz.

Al intentar realizar la recuperacion con los tiempos de agitacién, sonicado,

temperatura de hidrolisis y concentraciéon del alcali, igual a lo realizado con los
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chizitos molidos, se encontr6 con la dificultad de la gelatinizacion del almidén en el
medio alcalino fuerte, lo cual formaba un gel que impedjia la hidrolisis completa de la
matriz.

Debido a este inconveniente, se pensé en hidrolizar el almidén, como paso
previo a la hidrdlisis alcalina necesaria para la extraccion de fumonisinas.

La solucién de amilasa, se preparaba en buffer fosfato pH 6,9. Se probaron
distintas concentraciones de amilasa (0,70, 1,25y 1,7 % p/v), tiempos y temperatura
de hidrolisis (1,2 y 3 horas a 35°C y 24 hs a 30°C). Con todas estas pruebas, no se
logro evitar la formacién posterior del gel durante la hidrélisis alcalina. No se
calcularon las recuperaciones, ya que se considerd, que la formacion de dicho gel, no
permitiria una recuperacion eficiente de los hidrolizados de las distintas
fumonisinas.

Por los resultados negativos de estas pruebas de hidrélisis enzimatica del
almidon, se decidié probar una etapa previa, donde se pre gelatiniza el almidén,
antes de someterlo a la hidrélisis con amilasa.

La prueba realizada tuvo los siguientes pasos:

* Homogenizacion de la muestra con agua 10 minutos con el ultraturrax
a 9500 r.p.m. La relacién masa/agua fue de1/5 p/v.

* Se calenté en bafio de agua a 60°C durante una hora, con agitacion
continua.

* Se agreg6 0,5 g de amilasa y calent6 a 35°C durante una hora, con

agitacion continua.
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* Se adiciona la soluciéon de KOH 4N, tal que la relacién masa/volumen
quedara en 1/20 p/v. Se homogeniz6é 10 minutos en el ultraturrax a
9500 r.p.m.

* Se calent6 en bafo de agua a 60°C durante una hora, con agitaciéon
continua.

Luego de todos estos pasos, se procedio6 a la extraccién con AcEt manteniendo
la relacién solvente acuoso/solvente orgénico 1/1 (v/v). La misma se realiz6 en las
mismas condiciones de tiempo de agitaciéon y sonicado, que el 6ptimo encontrado
para el chizito (30 min de agitacién y 15 min de sonicado).

Los resultados de esta prueba se muestran en la tabla IV.21.

Tabla IV.21. Recuperaciéon de HFBx en maiz, pre gelatinizado e hidrolizando en

almidon.
Recuperacién %
HFB; HFB; HFB;
lera extraccion 48,6 67,3 69,5
2da extraccion 13,2 ND ND
Total 61,8 67,3 69,5

Con el fin de simplificar la metodologia, se decidi6 probar si se podia omitir el
paso de la hidrolisis enzimatica, o sea comprobar si la pre gelatinizaciéon del almidén
es suficiente para evitar la formacién del gel, que impide la total hidrélisis de la

harina de maiz en medio alcalino.
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En este caso luego del paso de pre gelatinizacién, se colocé la mezcla maiz-
agua en el ultraturrax, se comienza la agitacion y el agregado del KOH 4N se realiza
con el homogeneizador funcionando.

Las recuperaciones de esta prueba fueron HFB1 70 %, HFB, 81% y para HFB3
66%. Estos valores de recuperacion son similares a los obtenidos incluyendo en la
técnica el paso de hidrolisis enzimatica del almidén. Debido a esto, se decidio

eliminar este paso en las futuras determinaciones.

IV.2.1.3. Recuperacion en las distintas matrices.

IV.2.1.3.1. Recuperaciéon de fumonisinas libres.

Se midi6 la recuperacién en todas las matrices estudiadas.

Para el caso de maiz durante el estudio de la molienda himeda de maiz, con
las columnas amino cuaternarias Bakerbond, se analiz6 la recuperacién en una
muestra FAPAS. El analisis se realiz6 por cuadruplicado (tabla IV.22) obteniendo un

valor medio de recuperacién de 81 % y 121 % para FB1 y FB; respectivamente.

Tabla IV.22. Recuperacion de FB1 y FB; en una muestra FAPAS

. . . il Recuperacion | Recuperacion
Micotoxina | Repeticion | Valor buscado (ug/kg) (ug/ke) %
1 505 77,7
2 527 81,1
FB1 3 650 469 72,2
4 628 96,6
1 324 140,9
2 322 140,0
kB2 3 =0 275 1196
4 197 85,7
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En el estudio de la recuperacion de las fumonisinas en las fracciones obtenidas
a partir de la molienda himeda de maiz, se adicionaron (espiquearon) todas las
muestras por triplicado en dos niveles de contaminacion (tabla IV.23).

Se puede observar, que salvo en el caso del almidén donde las recuperaciones
obtenidas fueron menores al 20% para ambas toxinas en los niveles probados, el resto
de las fracciones obtuvieron recuperaciones superiores al 60%. La baja recuperaciéon
obtenida en el almidén puede deberse a la unién de las fumonisinas con los grupos
carbonilos que se encuentran en la estructura del almidén. Diversos autores resaltan
la dificultad analitica que exhiben este tipo de matrices debido a estas uniones, lo
cual provoca que la metodologia normalmente utilizada para la extraccion de
fumonisinas tenga una baja recuperacion de estas micotoxinas (Castello y col., 2001;

De Girolamo y col., 2001; Meister y col., 2001; Pifieiro y col., 1999).

Tabla IV.23. Recuperacion en las fracciones obtenidas de la molienda hiimeda de

maiz
. . . . Recuperaciéon Media
Matriz Micotoxina Nivel pg/kg. % (n=3)

1200 70
Aguas de FBy 2400 72
maceracion FB 1300 86
2 2700 86
548 65

FB:
Gluten Meal 1004 70
B 530 97
2 1061 9%
1800 96

FB:
2700 113
Gluten Feed . 1230 116
2 2250 130

145



Matriz Micotoxina Nivel pg/kg. Recupﬁ/f)a(c;g;)Medla
1250 71
. FB: 2500 88
ermen B 1300 67
2 2600 94
1400 9
Almida FB1 2800 19
midon B 1330 8
2 2650 12

Con las columnas amino cuaternarias marca UCT, se realiz6 la prueba de eluir
los analitos de la columna, pasando 1 ml extra de MeOH/AcOH (99/1, v/v). Esta
prueba se realiz6 con el fin de aumentar la recuperacion, los resultados se pueden ver

en la tabla IV.24.

Tabla IV.24. Efecto del volumen de extraccion en la recuperacion

» Recuperacion %

ml de extraccion FB, FB, FB;
10 88,2 72,1 72,7
11 110,4 72,1 72,7

Adaptado de Federico, 2009. Tesis de maestria

Se puede observar en la tabla IV.24, el aumento significativo en los valores de
recuperacion para FBi, con el pasaje adicional del mililitro del solvente de extraccion.
Las recuperaciones de las fumonisinas hidrolizadas libres en chizito y maiz se

pueden observar en la tabla IV.25.
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Tabla IV.25. Recuperacion de fumonisinas hidrolizadas libres en maiz y chizitos

Matriz Nivel de contaminacion Recuperacién media % (n=3)
(ug/kg) HFB; HFB; HFBs
2400 57,5 80,9 63,2
Maiz 900 90,3 40,5 60,3
450 81,2 39,5 68,2
2400 86,1 1174 136,9
Chizito 900 75,6 141,3 138,4
450 87,3 139,5 124,9

a]os niveles de contaminacién expresados, corresponden a la sumatoria de las tres toxinas

Los resultados mostrados en la tabla IV.25, exhiben que los valores de
recuperacion obtenidos para HFB; y HFB; estdn dentro de los valores aceptables para
una metodologia analitica. En el caso de HFB;, es llamativa la baja recuperacion
obtenidas en maiz en los niveles 900 y 450 pg/kg, quedando la mejora de esta
recuperacién y/o una explicaciéon posible de estos valores para futuras

investigaciones.

IV.2.1.3.2. Recuperacion de fumonisinas unidas.

Una vez puesto a punto el método de hidrélisis y extraccion de las
fumonisinas unidas, se procedi6 a cuantificar las recuperaciones obtenidas con dicha
metodologia. Para esto se adicion6 con fumonisinas hidrolizadas las matrices a

estudiar, harina de maiz y chizitos por triplicado en tres valores de contaminacioén

(tabla IV.26).
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Tabla IV.26. Recuperacion de fumonisinas unidas en chizitos y harina de maiz.

Recuperacion % Recuperacion %
Nivel (ug/kg)? Chizitos Harina de maiz
HFB: HFB; HFB3 HFB: HFB: | HFB;
3470 78,1 132,0 150,9 69,2 107,2 | 76,9
2188 60,2 113,7 126,3 94,3 1354 | 77,9
1041 71,1 120,7 136,7 73,2 97,2 74,0

a ]os niveles de contaminacién expresados, corresponden a la sumatoria de las tres toxinas

IV.2.1.4. Curvas de calibracion y limites de deteccion y cuantificacion.

Los graticos IV.13 y IV.14, muestran las curvas de calibracién de FBx y HFBx

Grafico IV.13. Curvas de calibracién de FB1, FB2 y FBs

Area | FBL, FLD1A Area] tga Fip1 A
1 Area = 38.3144541*Amt +1.107653
1R* 0.99883

5000 Area = 72.410631*Amt +8.5828364

R* 0.99865

(0] 20 40 60pg/ml
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Area | FB2, FLD1 A
|Area = 17.8902665*Amt -1.1717145

R* 0.99866

Grafico I'V.14.Curvas de calibraciéon de HFB1, HFB. y HFB3
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Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) calculados para FBx en
el maiz y productos de la molienda hiumeda de maiz fueron para LOD= FB; 10
ng/kg; FB2 6 ng/kgy para LOQ= FB1 18 pg/kg; FB2 30 ng/kg.

En el caso de los chizitos los LOD y LOQ fueron 4,4y 7,3 pg/kg para FB1, 2,3 y
3,8 pg/kg paraFB2y 1,7 y 2,9 ng/kg para FBs, respectivamente.

Los hidrolizados incluyen a las fumonisinas unidas, ya que el proceso de
extraccion en medio alcalino fuerte provoca la liberaciéon de las micotoxinas unidas,
pero también la pérdida de los grupos tricarbalicos de las FBx libres. Los limites de
deteccién y cuantificacion fueron para HFB1 0,6 y 0,9 ug/kg, para HFB2 11,8 y 19,6
ng/kg y para HFBs 7,2 y 11,9 ng/kg, respectivamente. Estos LOD y LOQ son para

harina de maiz y los chizitos.

IV.2.2. Ocurrencia natural - Distribucién/Reducciéon en el proceso de
molienda humeda del maiz.

Se determinaron las concentraciones de fumonisinas en 33 muestras de maiz
provenientes de la campafia 1999 y los productos obtenidos de estas a partir de la
molienda himeda en escala planta piloto. En las tablas IV.27 y IV.28 se observan los

estadisticos de la contaminacién encontrada en el maiz y las fracciones.

Tabla IV.27 Contaminacién de maiz por fumonisinas.

FBi1 (ng/kg) | FB2 (ng/kg) | FBs (ng/kg) Totales (ug/kg)
Media 4750 2294 547 7592
Mediana 2998 1330 327 4592
Minimo 437 150 30 648
Maximo 12879 6742 1511 21133
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Tabla IV.28 Contaminacion de las fracciones obtenidas de la molienda hiimeda de
maiz, escala planta piloto.

Almidén (ug/kg) Gluten (ug/kg)
FB1 FB:> FBs3 Totales FB1 FB:> FBs | Totales
Media 0 0 3 0 2
Mediana 0 0 0 0 0 0 0
Minimo 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximo 93 3 0 96 14 13 2 22
Germen (ug/k Fibra (ug/kg)
FB1 FB:> FBs3 Totales FB1 FB:> FB3 | Totales
Media 333 191 20 545 70 16 1 88
Mediana 5 2 0 11 0 0 0 0
Minimo 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximo | 1361 | 123 | 5234 890 155 21 1053 4639
Aguas de maceracion (ug/kg) Aguas de lavado (ug/kg)
FB. FB: FB3 Totales FB. FB; FBs; | Totales
Media 279 40 7 327 75 19 2 74
Mediana 8 0 0 10 2 0 0 1
Minimo 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximo | 4047 | 520 102 4354 804 249 50 804

A partir del proceso de molienda hiimeda a escala planta piloto se obtuvieron

distintos sub productos, y los rendimientos de cada fraccién se sintetizan en la tabla

IV.29.
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Tabla IV.29. Rendimiento de la molienda htimeda escala planta piloto

Fraccion Rendlmlenio en Rendimiento%*
gramos

Germen 3,40 11,15
Fibra 2,92 9,55
Gluten 2,91 9,60
Almidon 18,61 60,89
Aguas de lavado 0,34 1,10
Aguas de maceraciéon 2,35 7,71
Maiz entero 32,88 100

* Valor promedio de tres procesos

Con los valores de rendimiento y la contaminacién de cada fraccién se realizé

un balance de masa, con el fin de estudiar como afecta el proceso de molienda la

contaminacioén por fumonisinas. En la tabla IV.30 se puede observar el resultado del

balance realizado.

Tabla I'V. 30. Balance de masa de las micotoxinas

Concentracion* S
(ug/ke) ug de toxina
Fraccion HEXE B
FB: | FB, | FBs FB1 FB, FB;
totales
Germen 333 | 191 | 20 1,13 0,65 | 0,07 1,85
Fibra 70 16 1 0,20 0,05 | 0,01 0,26
Gluten 1 1 0 0,01 0,00 | 0,00 0,01
Almidon 3 0 0 0,06 0,01 | 0,00 0,06
Aguas de 75 | 19 2 003 | 001 | 0,00 0,03
lavado
Aguas de
Ny 279 | 40 7 0,66 0,0 | 0,02 0,77
maceracion
Total 2,08 081 | 010 2,98
Maiz 4750 | 2294 | 547 | 15621 | 7543 | 18,002 | 249,64
Reduccion % | | 99 | 99 | 99 | 99

* Valores medios de contaminaciéon
** ng de toxina en los gramos totales de cada producto
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En la tabla IV. 30, se puede observar que el proceso de molienda htiimeda a

escala planta piloto, provoca una reducciéon del 99 %, de las toxinas FB1, FB2 y FB3

que se encontraban originalmente en el maiz.

Concluido el estudio en planta piloto, se procedié a analizar el proceso de

molienda himeda de maiz a escala industrial, con granos provenientes de las

cosechas 2004-2005. En esta parte de la investigacion se analizaron 19 procesos. En las

siguientes tablas se observan los resultados de la contaminacién encontrada en el

maiz (IV.31) y en las fracciones obtenidas a partir de la molienda htimeda (IV.32).

Tabla IV.31. Contaminacién del maiz por fumonisinas a la entrada de la molienda.

FB: (ug/kg) FB; (ug/kg) FB Total (ng/kg)
Mediana* 6139 2170 8309
Media* 6409 2489 8899
Maximo* 14286 6199 20486
Minimo* 1548 385 1933

* Valores tomados de 19 ciclos
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Tabla IV.32 Contaminacion de las fracciones obtenidas de la molienda hiimeda de
maiz, escala planta industrial.

Germen (ug/kg) Gluten meal (ug/kg)
FB1 FB; FB total FB1 FB; FB total
Mediana 1211 1127 2339 2062 3042 5105
Media 1302 1648 2950 1884 2898 4783
Maximo 2585 4611 7196 3520 5298 8818
Minimo 335 352 687 0 0 0
Fibra Hameda sin agua de
Gluten feed (ug/kg) i (1 gg)
FB1 FB; FB total FB1 FB; FB total
Mediana 1020 224 1244 386 443 829
Media 911 264 1175 429 586 1015
Maximo 2648 869 3517 1091 2088 3179
Minimo 0 0 0 0 0 0
Fibra Himeda mas agua de Suspension de almidén 16 hs
maceracion (ug/kg) (ug/kg)
FB1 FB: FB total FB: FB> FB total
Mediana 1399 341 1740 0 0 0
Media 1642 379 2022 24 12 35
Maximo 3591 660 4251 205 198 404
Minimo 181 175 356 0 0 0
Agua de Maceracién (ug/kg)
FB1 FB; FB total
Mediana 492 158 651
Media 570 123 693
Maximo 2079 347 2426
Minimo 0 0 0

Valores tomados de 19 ciclos

Los rendimientos de cada fraccion fueron obtenidos de la planta y se

encuentran descriptos en la tabla IV.33.
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Tabla IV.33. Rendimiento de la molienda hiimeda industrial.

Muestra Peso (Tn) Rendimiento %
Maiz 121 100
Almidoén 84-85 69-70
Germen 8-8,5 6,5-7
Gluten Meal 6 4,5-5
Fibra + Solubles 18 14-15

En las tabla IV.34 se muestran los resultados del estudio al realizar el balance
de masa, hecho de manera similar al practicado en la molienda htimeda de maiz a

escala planta piloto.

Tabla I'V. 34. Balance de masa de las micotoxinas, molienda himeda escala industrial

Concentracion . ex

Muestra (ug/kg)* pg de toxina

FB: FB; FB: FB; FB Totales
Maiz 6139 2170 742867400 | 262570000 | 1005437400
Almidén 0 0 0 0 0
Germen 1211 1127 9994463 9299400 19293863
Gluten Meal 2062 3042 12374400 | 18254400 | 30628800
Fibra + 1399 341 25178400 6135300 31313700
Solubles
Total (suma de las fracciones) 47547263 | 33689100 | 81236363
Reduccién % | | 94 | 8 | 9

* Valores medios de contaminacién
** ng de toxina en las toneladas totales de cada producto

Como se puede observar, los balances de masa realizados con los resultados
de ambas escalas del proceso de molienda himeda de maiz, arrojan resultados

similares, la diminucion de las fumonisinas B1 y B2 durante el proceso.

155



IV.2.3. Fumonisinas hidrolizadas y fumonisinas unidas en la elaboracién de
chizitos.

Resultados similares al del proceso de molienda htiimeda, reducciéon de la
contaminacién inicial de fumonisinas después de la molienda, se obtuvieron en el
proceso de extrusion durante la fabricacién de chizitos a partir de harina de maiz

(Federico, 2009, tabla IV.35).

Tabla IV.35. Reduccién de la contaminaciéon de fumonisinas durante la extrusion de
la harina de maiz.

Matriz FB1 (ug/kg) FB2 (ug/kg) FB; (ug/kg)
Harina de maiz 525 152 53
Chizitos 243 77 24
Reduccion % 53,8 49,2 54,6

Valores medios de cuatro procesos
Adaptado de Federico 2009

Con los resultados de estos dos procesos, molienda htimeda y extrusién, y a la
amplia bibliografia donde se destaca que las micotoxinas originales pueden formar
analogos de fumonisinas durante el proceso de elaboraciéon de alimentos,
hidrolizarse en parte de su estructura y /o adicién a la matriz donde se encuentran
(ver capitulo I), se procedi6 al estudio, de las fumonisinas unidas e hidrolizadas. El
objetivo es identificar si el descenso de las fumonisinas durante los procesos

estudiados, es la conversién de las mismas en alguno de sus analogos.
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Se empez6 con el andlisis del proceso de fabricacion de chizitos, para esto se
estudiaron ambas matrices, harina de maiz y chizitos, se analiz6 la presencia de
fumonisinas totales o sea FBx+HFBx+fumonisinas unidas.

En la tabla IV.36 se muestran los resultados de este estudio.

Tabla IV.36. Fumonisinas totales

Harina de maiz (u Chizitos (u
HTEREEE FB: FBs : g/kPg])h FB: FBg ) FB,
1 217 59 102 46 ND 2
2 50 48 61 77 ND 27
3 47 16 27 57 ND 12
4 328 57 143 213 38 9%
5 59 3 2 76 26 83
6 40 7 20 95 27 53

Se expresan como FBx, a pesar que son cuantificadas como HFBx.

De la tabla IV.36, se puede ver, que la concentraciéon de fumonisinas totales, es
mayor en la harina de maiz que en el chizito producido con esta en la mayoria de los

procesos estudiados.

IV.3. Discusion

Tal como se hizo con la patulina, durante esta tesis doctoral se desarrollo y se
puse a punto metodologias analiticas para determinar fumonisinas y sus productos
de hidrolisis, en dos procesos industriales que son aplicados sobre los granos de
maiz.

La metodologia, se desarrollo sobre matrices distintas, obteniendo en todas

ellas buenas recuperaciones y bajos limites de deteccion y cuantificacion,
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exceptuando el almidén, donde las recuperaciones, fueron menores al 20% para las
toxinas probadas en los niveles analizados.

Ambos procesos presentan resultados que inducen un comportamiento
similar de las fumonisinas, en el caso de la molienda himeda en ambas escalas,
planta piloto e industrial, se observo una reduccién del 87 al 99% en las fumonisinas
B1, B2y Ba.

Como se acaba de nombrar la reduccién de la contaminacién por fumonisinas
se reduce de forma abrupta, pero tenemos que la fraccién mayoritaria del maiz, el
almidén (aproximadamente 70% del total del grano de maiz), presenta
recuperaciones cercanas al 10%.

Si se corrige la contaminacion determinada para cada fraccion, de acuerdo a
las recuperaciones obtenidas, el nuevo balance de masa calculado con las
concentraciones corregidas, se muestra para la molienda hiimeda escala planta
industrial en la Tabla IV.37.

Tabla IV.37. Balance de masa de las micotoxinas corrigiendo la contaminacion por la
recuperacion de cada fraccion

Conc Conc. pg/kg
Muestra . Rec %** corregida por pg de toxina ***
ug/kg rendimiento
FB:1 FB; FBy FB; FB1 FB; FB1 FB; FB Totales
Maiz 6409 | 2489 | 82 122 7825 2048 946873016 | 247773756 | 1194646772

Almidén | 24 12 14 10 171 120 14485714 10200000 24685714

Germen 1302 | 1648 | 80 81 1638 2047 13511321 16889441 30400762

I\G/[lél:f n 1884 | 2998 | 68 97 2791 3107 16746667 18640415 35387081
Fibra +

1642 | 379 115 123 1434 308 25813100 5546341 31359442
Solubles
Total (suma de las fracciones) 70556802 51276197 121832999
Reduccion % | 93 | 79 | 90

* Mediana de los valores de contaminacion
** Promedio de los valores de recuperacién obtenidos en cada fraccién
*** ng de toxina en las toneladas totales de cada producto
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Aun corrigiendo por la recuperacion, la reduccion de las fumonisinas, durante
el proceso de molienda humeda de maiz en el proceso a escala plata industrial es de
93 % para FB1,79% para FB2 y 90% para FBs. Lo cual nos indicaria que por mds que se
mejore la metodologia de extracciéon de fumonisinas del almidén de maiz, este
proceso provoca una reduccién importante de estas micotoxinas.

Cuando a la harina de maiz se la somete a un proceso de extrudado, donde
sufre altas presiones y temperatura, las fumonisinas encontradas en la harina que se
transformara en chizitos, sufren una reduccion cercana al 50%. Seefelder y col. (2001)
mostraron resultados similares ya que encontraron que entre el 70-90% de la FB1
adicionada, se pierde cuando el maiz es sometido a extrusion.

Humpf y Voss (2004), comprobaron que el horneado, fritura y extrusion del
maiz a temperaturas mayores de 190°C, reduce la concentracién de fumonisinas. Sin
embargo no pudieron concluir, si esta reduccién es producto de la descomposicion
de las fumonisinas o por efecto de la unién de estas a proteinas, aztcares u otros
componentes presentes en la matriz, lo cual hace que los métodos tradicionales de
extraccion, no sean adecuados para la determinacion de estos compuestos.

Con estos antecedentes bibliograficos, fue que se decidi6é el andlisis de las
fumonisinas totales, hidrolizando la matriz sin la previa extraccion de las
fumonisinas libres. El objetivo fue comprobar a que fenémeno se puede deber la
reduccién encontrada en los estudios realizados en este trabajo doctoral. El anélisis
de fumonisinas totales en el proceso de extrusién, arroj6 que en las muestras

analizadas, existe una mayor concentracién de fumonisinas totales (29%) en la harina
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de maiz que la encontrada en los chizitos. Es de suponer, de acuerdo a estos
resultados, que existe una reduccién de las fumonisinas presentes originalmente en
el maiz, no pudiendo justificar este descenso en la contaminacién, por la formacién

de productos de hidrélisis o unién de las fumonisinas a la matriz.
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Conclusiones



V. CONCLUSIONES

* Se desarroll6 una metodologia analitica para la determinaciéon de patulina, en
productos solidos y semisdlidos de manzana y pera, que cumple los
parametros planteados en la reglamentacion de la UE (2006) para
metodologias analiticas donde se determinan micotoxinas en alimentos. Los
bajos limites de detecciéon y cuantificaciéon, logrados hacen posible la
utilizacién de esta metodologia en alimentos para bebé, donde los limites
impuestos son mas estrictos.

* Se realiz6 el primer relevamiento en el pais, sobre la ocurrencia natural de
patulina en productos sélidos y semisélidos comercializados en Argentina.

* El puré de manzana, fue el producto que presento mayor cantidad de
muestras contaminadas y valores més altos de contaminacién.

* En el periodo de recolecciéon de muestras para el ensayo de decontaminacién
utilizando luz pulsada, solo se encontré un puré de manzana o producto
elaborado con puré naturalmente contaminado, lo cual muestra la variaciéon
en la contaminacién que puede ocurrir a través de los afios.

* El tratamiento con luz pulsada, redujo la contaminacién inicial en la solucién
modelo, como asi también en el jugo de manzana clarificado contaminado
artificialmente y en una muestra de puré de manzana contaminada
naturalmente.

* Se realiz6 en el pais el primer estudio de ocurrencia de fumonisinas en

productos obtenidos a partir de la molienda humeda de maiz.
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* La aplicacion de la molienda htimeda al maiz, tanto en escala piloto o
industrial, provocan un descenso en la contaminacién por fumonisinas.

* Las fracciones con mayor concentraciéon de fumonisinas en escala piloto son el
germen y las aguas de maceracion. En la planta son el gluten meal, germen,
gluten feed, las fracciones que contienen fibra y las aguas de maceracion.

* El estudio de la formacién de productos de hidrolisis o productos de adicion,
no justifica la reduccion de aproximadamente el 50% de la contaminacién por

fumonisinas durante el extrudado de harina de maiz.

Gustavo J. Funes

Silvia Resnik
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ANEXOS



Muestras analizadas en el estudio de la ocurrencia natural de patulina

Muestra Patulina
Fecha N°Muestra LAA Peso (g) Factor pug/Kg  |Producto Marca Comercial Datos del envase
20/03/2007 8772 1356 10,4955( 0,095278929 ND Mermelada de manzana Dulciora 01/12/2006 094 17:06 Dulciora SA V.Mercedes (SL)
20/03/2007 8773 1357 9,772( 0,102333197 ND Mermelada de manzana Dulciora 01/12/2006 094 17:07 Dulciora SA V.Mercedes (SL)
Dulciora 01/12/2006 094 17:08 Dulciora SA V.Mercedes (SL)
20/03/2007 8774 1359 11,9968 0,083355561 ND Mermelada de manzana Dulciora 01/12/2006 094 17:09 Dulciora SA V.Mercedes (SL)
20/3/2007 8775 1360 10,6591 0,093816551 ND Mermelada de manzana Dulciora 15/09/2006 017 07:11 Dulciora SA V.Mercedes (SL)
20/03/2007 8776 1361 10,1816{ 0,09821639 ND Mermelada de manzana Arcor 15/12/2007 350 12:50 Arcor SAIC Arroyito Cordoba
20/03/2007 8777 1362 11,3547 0,088069258 ND Mermelada de manzana Cabafia Mico 15/06/08 lote 3811 Cabafia Mico, I. Malvinas El Bolson
sin conservantes
20/03/2007 8778 1363 9,8457] 0,101567182 ND Mermelada de manzana Alimentos Natali 15/06/07 lote 390 Al. Natali, Paso del Rey (BA)
Mermelada Diet
20/03/2007 8779 1364 11,0992| 0,090096584 ND Jalea de manzana LAA Sin datos
20/03/2007 8780 1365 9,8158( 0,101876566 ND Mermelada de manzana LAA Sin datos
22/03/2007 8781 1366 10,0896 0,123889946 ND Mermelada de manzana Alimentos Natali 18/07/07 Lote 1208 Alimentos Natali, Paso del Rey (BA)
16/04/2007 8828 1367 14,5715{ 0,068627115 2 Pure de manzana Gentleman 06/05/2009 L 13:27 Alimentos Wasil SA Quilicura-Chile
22/03/2007 8782 1368 10,5422{ 0,118571076 22 Pure de manzana Canale 30/06/08 L 98 12:15 Redepa S.A, Lavallol (BA)
22/03/2007 8783 1433 11,8962 0,093400507 ND Mermelada de manzana El Kapé 28/06/2008 Peccin Andrea Gualeguaychu
22/03/2007 8784 1493 10,4906( 0,112145215 32 Mermelada de manzana y anana Nueva era Producto regional y artesanal
22/03/2007 8785 1494 11,4964 0,133821156 ND Mermelada de pera Nueva era Producto regional y artesanal
22/03/2007 8786 1495 10,1981 0,115361743 ND Mermelada de manzana y kiwi Nueva era Producto regional y artesanal
22/03/2007 8787 1496 9,7512| 0,102551481 ND Mermelada de manzana y zanahoria  |Nueva era Producto regional y artesanal
22/03/2007 8788 1497 9,5883] 0,104293775 ND Mermelada de manzana y rosas Nueva era Producto regional y artesanal
22/03/2007 8789 1498 13,5836 0,073618187 ND Mermelada de manzana Alimentos Natali 15/11/06 lote 340 Alimentos Natali, Paso del Rey (BA)
Mermelada Diet
22/03/2007 8790 1499 11,2657 0,088765012 ND Mermelada de manzana Alimentos Natali 15/05/07 lote 370 Alimentos Natali, Paso del Rey (BA)
Mermelada Diet
22/03/2007 8791 1500 10,9218 0,091559999 ND Mermelada de manzana Alimentos Natali 23/01/08 lote 1227 Alimentos Natali, Paso del Rey (BA)
22/03/2007 8792 1501 9,4866| 0,105411844 ND Mermelada de pera Alimentos Natali 17/02/08 lote 2100 Alimentos Natali, Paso del Rey (BA)
22/03/2007 8793 1502 9,3831| 0,106574586 18 Mermelada de manzana Arcor 01/06/2008 158 00:11 Arcor SAIC Arroyito Cordoba
22/03/2007 8794 1503 13,1738 0,075908242 3 Mermelada de manzana Arcor 15/07/2007 208 20:41 Arcor SAIC Arroyito Cordoba
29/03/2007 8810 1504 10,4529 0,095667231 ND Pure de manzana Canale 07/07/08 L 98 20:15 Redepa S.A, Lavallol (BA)
29/03/2007 8811 1505 10,2086 0,097956625 17 Mermelada de manzana El Kapé 21/09/2008 Peccin Andrea Gualeguaychu
29/03/2007 8812 1506 11,3937 0,087767802 ND Chutney de manzanas verdes Mulla 10/2007 Susana Gab, San Francisco Cordoba
29/03/2007 8813 1507 13,062] 0,076557954 25 Dulce de pera Dulce Mama Elab 08/01/06 Mabel Rodea, Chascomus. Elab. Artesanal
29/03/2007 8814 1508 9,9365( 0,100639058 ND Mermelada de manzana Dos Fronteras Venc 08/2007
29/03/2007 8815 1509 10,8035( 0,092562595 ND Jalea de manzana La casa de azucar Venc. 06/02/08 Patricia Marchetti, Necochea
Mermelada Artesanal
04/10/2007 8816 1511 11,1188 0,089937763 ND Mermelada de manzana Dulcor Dulcor S.A. 24/10/08 L316 Arroyito Cordoba
04/10/2007 8817 1512 12,7733| 0,078288305 ND Jalea de manzana Frutas del Sur Frutandina S.A. Env 05/04 Lote 0408 El Bolson, Rio Negro
16/04/2007 8826 1513 19,5259( 0,051214029 ND Manzanas en almibar El Chucupal El Chucupal S.R.L. 08/09 Dto El Carmen Jujuy




04/10/2007 8818 1514 9,7479( 0,102586198 ND Manzana natural fruta untable Estancias Rama Est. Rama SA 11/08 Lote 11/05 Valle de Pancanta (SL)

04/10/2007 8819 1515 11,7135 0,08537158 ND Jalea de manzana Dulceria Suiza B. Nina von Rennenkampf, 07/01/09 Bariloche

04/10/2007 8820 1516 9,3948( 0,106441861 ND Dulce de manzana Granja Dagorret Norberto J. Dagorret 12/07 Chascomus

04/10/2007 8821 1517 11,955| 0,08364701 ND Jalea de manzana Ruth Lager Elab 02/06 lote 07 partida 002 Venado Tuerto, Santa Fe

04/10/2007 8822 1518 10,252| 0,097541943 ND mermelada de pera Raulito Productos Raulito SRL venc 27/08/07 Cordoba

04/10/2007 8823 1519 11,3843| 0,087840271 ND Jalea de manzana Los Fundadores venc 16/06/08 Colonia Suiza Uruguay

04/10/2007 8824 1520 11,0143] 0,090791063 ND Dulce de manzana Cabafia Mico Cabarfia Mico El Bolson (RN) venc 23/06/10 Lote 3912

04/10/2007 8825 1521 9,7948] 0,102094989 ND Dulce de manzana S/N S/N

16/04/2007 8827 1522 10,2303| 0,097748844 84 Pure de manzana La costefia Conservas La costefia SA Tulpletac-México
ven.11/08/08 L30OP

16/04/2007 8829 1523 10,28] 0,097276265 39 Mermelada de manzana Dulcinora Dulcinora S.A. V. Mercedes San Luis 01/01/07 129 14:50

21/05/2007 8849 1525 9,8673[ 0,135126461 ND Mermelada de pera Mama Rosa Establec. Mamma Rosa, Las Heras (Mza) Venc. 06/2007

21/05/2007 8850 1526 9,8623[ 0,101396226 22 Mermelada de manzana Noel Arcor SAIC, Arroyito Cordoba, 01/03/2008 074 21:56

21/05/2007 8851 1527 11,899] 0,084040676 ND Mermelada de pera Natali Alimentos Natali, Paso del Rey (BA)

21/05/2007 8852 1528 10,2048] 0,130657468 34 Mermelada de manzana Arcor Arcor SAIC, Arroyito Cordoba, 15/07/2008 209 09:06

21/05/2007 8853 1529 14,3864| 0,069510093 221 Pure de manzana Canale Redepa SA, San Rafael Mendoza, 08/06/08 L98 13:21

25/06/2007 8854 1532 9,3691| 0,106733838 5 Pure de manzana Canale Redepa SA, San Rafael Mendoza, 08/06/08 L98 13:22

25/06/2007 8855 1533 10,1604| 0,098421322 165 Pure de manzana Canale Redepa SA, San Rafael Mendoza, 08/06/08 L98 13:16

25/06/2007 8856 1534 10,4313] 0,095865328 ND Pure de manzana Canale Redepa SA, San Rafael Mendoza, 08/06/08 L98 13:22




Muestras del estudio de molienda hiimeda de maiz escala planta piloto

CIM Maiz Almidon Gluten Gemen Fibra Aguas de maceracion Aguas de lavado

No FB1 FB2 FB3 | Totales | FB1 | FB2 | FB3 | Totales | FB1 | FB2 | FB3 | Totales FB1 FB2 FB3 | Totales | FB1 FB2 FB3 | Totales FB1 FB2 FB3 Totales FB1 FB2 FB3 Totales
3147 | 4388,7 | 1682,3 | 314,7 | 63857 | ND | ND | ND ND 532 | 10,21 | 1,42 | 16,95 | 901,54 | 614,07 | 112,37 | 1627,98 | 890,56 | 141,23 | 21,94 | 1053,73 | 153,04 17,21 7,33 177,58 376,01 133,88 50,91 560,80
3148 | 5306,1 | 1896,9 | 473,2 | 76762 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND 243,14 | 147,30 | 17,12 | 407,56 ND ND ND ND 48,50 ND ND 48,50 ND ND ND ND
3149 | 4406,2 | 1679,9 433 6519,1 ND [ ND | ND ND ND ND [ ND ND 41,31 30,08 10,29 81,68 2,36 11,44 ND 13,80 64,48 ND ND 64,48 32,65 ND ND 32,65
3150 | 24354 | 496,6 173 3105,0 ND [ ND | ND ND ND ND [ ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 2,10 ND ND 2,10 ND ND ND ND
3174 | 2949,3 | 1480,5 | 340,7 | 47705 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 804,38 ND ND 804,38
3175 | 2146,2 | 953,6 177 | 3276,8 | 93,56 [ 298 | 0,00 | 96,54 | 0,16 | ND | ND | 0,16 |1017,67 | 819,18 | 72,83 | 1909,68 | 53,32 | 44,88 | ND | 98,20 | 1337,96 32,05 ND 1370,01 2,53 ND ND 2,53
3176 | 1183,3 513 139 18353 | ND | ND | ND ND 0,26 | 0,32 | 0,00 | 0,58 319,40 | 556,88 | ND | 876,28 ND ND ND ND 5,45 1,37 ND 6,82 ND ND ND ND
3177 | 4994,8 | 3106,8 | 594,5 | 8696,1 ND [ ND | ND ND ND ND [ ND ND 176,06 | 219,10 | 42,10 | 437,26 ND ND ND ND 4047,67 204,29 102,60 4354,56 7,35 ND ND 7,35
3178 | 51554 | 2232,5 699 8086,9 ND [ ND | ND ND ND ND [ ND ND 1,65 1,72 ND 3,37 ND ND ND ND 112,01 488,16 52,11 652,28 3,83 3,52 0,31 7,66
3179 | 11698,1 | 5197,1 | 1229,7 | 18124,9 1594,19 | 1361,09 | 123,67 | 3078,95 | 195,22 | 155,11 | ND | 350,33 | 34,97 5,69 0,94 41,60 24,71 18,91 0,91 44,53
3180 | 11733,6 | 5499,6 | 1378,3 | 18611,5 | 0,09 | ND | ND | 0,09 ND | ND | ND ND 159,16 | 120,34 | 20,36 | 299,86 | 201,20 | 37,22 | 13,25 | 251,67 0,74 ND ND 0,74 2,56 ND ND 2,56
3181 | 6843 | 3863,3 | 8976 | 11603,9 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND 744,25 | 76291 | 60,90 | 1568,06 | 719,54 | 89,99 | 14,47 | 824,00 | 231512 | 520,46 89,37 2924,95 293,80 249,63 ND 543,43
3182 | 9963,8 | 4739,2 | 1274,6 | 15977,6 | ND | ND | ND ND 028 | 048 [ ND 0,76 ND ND ND ND 43,44 20,99 3,20 67,63
3183 | 53374 | 2461,8 | 684,6 | 84838 ND [ ND | ND ND 015 | 021 [ ND 0,36 4639,58 | 516,71 | 78,48 | 5234,77 ND ND ND ND 10,04 3,06 ND 13,10 ND ND ND ND
3184 | 12879,7 | 6742,2 | 1511,1 | 21133,0 | ND | ND | ND ND 064 | ND | ND | 0,64 0,95 1,06 ND 2,01 0,27 ND ND 0,27 19,62 4,49 1,97 26,08

3185 | 10163,9 | 5584,4 | 1077,6 | 168259 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND 0,43 ND 0,47 0,90 0,33 ND ND 0,33 532 1,44 ND 6,76 8,07 4,21 ND 12,28
3186 | 10769,7 | 6005,1 | 13354 | 18110,2 | ND | ND | ND ND 022 | 042 [ ND 0,63 2,68 2,04 ND 4,72 0,36 0,49 ND 0,85 6,12 0,98 ND 7,10 4,38 ND ND 4,38
3187 | 7029,9 | 4005,1 | 1342,3 | 12377,3 | ND | ND | ND ND 0,39 | 1,04 [ ND 1,43 491 1,17 4,93 11,01 0,26 ND ND 0,26 18,48 5,16 0,71 24,35 ND
3189 | 11217,4 | 6058,6 | 1344,8 | 18620,8 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND 1,88 2,49 ND 4,37 0,38 054 | ND 0,92 8,20 2,28 ND 10,48 ND
3190 | 2213,3 | 954,8 | 240,5 | 34086 | ND | ND | ND ND |[1429| 648 | ND | 20,77 43,74 22,05 5,05 70,84 3,78 528 | ND 9,06 ND ND ND ND ND ND ND ND
3191 | 9376,5 | 4621,7 | 866,5 | 148647 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND 797,02 | 79526 | 106,54 | 1698,82 | ND ND ND ND 226,58 15,34 ND 241,92 213,01 56,16 ND 269,17
3192 | 619,8 242,5 30,7 893,0 ND [ ND | ND ND 813 | 7,80 [ 250 | 1843 86,20 84,58 9,37 180,15 | 10,18 9,16 2,97 22,31 43,87 ND ND 43,87 ND ND ND ND
3193 | 3047,3 | 1180,2 | 186,7 | 44142 | 1,12 | ND | ND 1,12 6,47 | 13,69 | 2,60 | 22,76 126,94 | 122,18 | 16,06 | 26518 | 22,14 | 27,68 | 12,37 | 62,19 47,76 ND ND 47,76 469,60 118,11 29,48 617,19
3203 | 1268 594,6 | 153,3 | 20159 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND 42,21 ND ND 42,21 4,36 ND ND 4,36 ND ND ND ND 39,45 ND ND 39,45
3204 437 1503 | 61,4 6487 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,56 ND ND 0,56 ND ND ND ND
3211 | 1548,9 | 5386 | 86,7 | 21742 | ND | ND | ND ND 025 | ND | ND | 0,25 5,60 3,89 1,76 11,25 0,32 ND ND 0,32 13,60 3,92 0,52 18,04 3,44 2,20 ND 5,64
3212 | 1313,7 | 568,4 119 2001,1 ND [ ND | ND ND ND ND [ ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
3215 1885 771 209,9 | 2865,9 ND [ ND | ND ND ND ND [ ND ND 47,28 119,87 4,41 171,56 | 279,29 | 26,07 | ND | 30536 | 679,78 39,03 ND 718,81 ND ND ND ND
3216 | 10624 560 1285 | 1750,9 | ND [ ND | ND | 0,11 ND | ND | ND ND 0,34 ND ND 0,34 ND ND ND ND ND ND ND 0,00 0,18 ND ND 0,18
3217 | 1778 904,3 | 2209 | 29032 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND 0,13 ND ND 0,13 ND ND ND ND 0,31 ND ND 0,31 ND ND ND ND
3218 | 1547,3 | 6851 | 212,8 | 24452 ND [ ND | ND ND 0,05 ND [ ND 0,05 0,11 ND ND 0,11 ND ND ND ND 0,78 ND ND 0,78 ND ND ND ND
3219 | 24658 | 772,6 | 379,6 | 3618,0 ND [ ND | ND ND ND ND [ ND ND 0,36 0,95 ND 1,31 0,06 ND ND 0,06 ND ND ND ND ND ND ND ND
3220 | 1299,1 | 564,2 | 204,4 | 2067,7 | 0,04 | ND | ND 0,04 ND ND [ ND ND 0,31 ND ND 0,31 0,44 ND ND 0,44 2,17 ND ND 2,17 3,00 ND ND 3,00
3221 | 10658 | 6942 | 92,3 | 18523 | ND | ND | ND ND ND | ND | ND ND ND ND ND 0,00 ND ND ND ND 2,77 0,73 ND 3,50 ND ND ND ND




Muestras del estudio de molienda hiimeda de maiz escala planta insdutrial
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