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Evaluacion de la presencia de diferentes micotoxinas en productos seleccionados a base de

cereales

Resumen

Los cereales y alimentos a base de cereales se consideran cruciales en la alimentacién humana.
A pesar de esto, pueden estar contaminados con micotoxinas que son metabolitos secundarios
secretados por hongos que colonizan la planta durante su crecimiento o infectan los granos después
de la cosecha. Las de mayor importancia en los cereales son deoxinivalenol (DON), zearalenona
(ZEA), aflatoxinas totales (AFT) y ocratoxina A (OTA). Debido a que son resistentes a diferentes
tratamientos aplicados durante el procesamiento (molienda, coccion y fermentacion) de los granos
de cereales y productos a base de ellos, los consumidores podrian estar expuestos a estas
micotoxinas a través del consumo de los mismos. Esta situacion representa un grave riesgo para la
salud humana y considerables pérdidas econdmicas para el sector agroalimentario. El objetivo de
este estudio fue evaluar la presencia de DON, ZEA, AFT y OTA en productos alimenticios a base
de cereales (trigo, maiz y arroz) disponibles comercialmente en Rafaela, Santa Fe. Para ello, se
seleccionaron 43 muestras de alimentos de venta masiva que se expenden en supermercados y
dietéticas. La presencia de micotoxinas se determind a través de metodologia rapida (ELISA)
utilizando kit de prueba RIDASCREEN®FAST (R-Biopharm, Alemania). El orden de prevalencia
general en las muestras examinadas fue DON>AFT>0OTA>ZEA. El orden de concentracion de
micotoxinas en productos a base de cereales fue DON>ZEA>AFT>OTA. Los productos a base de
trigo fueron los que mayor cantidad de micotoxinas presentaron, siendo DON la de mayor
prevalencia (82,4%) al igual que en los productos a base de arroz (41,8%). En productos a base de
maiz, AFT tuvo mayor prevalencia (21,4%). La mayor co-ocurrencia de micotoxinas se hallo en

los productos que se expenden a granel. Por lo tanto, se deberian aplicar buenas practicas para



garantizar las condiciones adecuadas durante el almacenamiento y la manipulacion de los

productos finales.

Palabras clave: Micotoxinas, salud publica, trigo, maiz, arroz.



Evaluation of the presence of different mycotoxins in cereal-based products

Abstract

Cereals and cereal-based foods are considered crucial in the human diet. Despite this, they can
be contaminated with mycotoxins, which are secondary metabolites secreted by fungi that colonize
the plant during its growth or infect the grains after harvest. The most important in cereals are
deoxynivalenol (DON), zearalenone (ZEA), total aflatoxins (AFT) and ochratoxin A (OTA).
Because they are resistant to different treatments applied during the processing (milling, cooking
and fermentation) of cereal grains and products based on them, consumers could be exposed to
these mycotoxins through their consumption. This situation represents a serious risk to human
health and considerable economic losses for the agricultural sector. The objective of this study was
to evaluate the presence of DON, ZEA, AFT and OTA in food products based on cereals (wheat,
corn and rice) commercially available in Rafaela, Santa Fe. For this purpose, 43 food samples for
sale were selected. mass that are sold in supermarkets and dietary. The presence of mycotoxins was
determined through a rapid methodology (ELISA) using the RIDASCREEN®FAST test kit (R-
Biopharm, Germany). The overall prevalence order in the samples examined was
DON>AFT>0TA>ZEA. The order of concentration of mycotoxins in cereal-based products was
DON>ZEA>AFT>0TA. Wheat-based products were the ones that presented the highest number
of mycotoxins, with DON being the most prevalent (82.4%) as well as rice-based products (41.8%).
In corn-based products, AFT had a higher prevalence (21.4%). The highest co-occurrence of
mycotoxins was found in products sold in bulk. Therefore, good practices should be applied to

ensure proper conditions during storage and handling of final products.

Key words: Mycotoxins, public health, wheat, corn, rice



1. Introduccién

Debido a los aspectos culturales, religiosos, mitologicos, historicos y econdmicos, los cereales
y los productos a base de cereales se consideraron como alimentos cruciales dentro de la
alimentacion humana (Duarte et al., 2010). Los cultivos de cereales fueron las primeras especies
de plantas cultivadas por los humanos y durante mas de diez mil afios han sido el alimento basico
para muchas sociedades humanas. Actualmente, muchas especies y variedades de cereales se
cultivan en todo el mundo, particularmente el trigo, el arroz y el maiz, que son de primordial
importancia (Pereira et al., 2014). Los cereales proporcionan cantidades significativas de la
mayoria de los nutrientes, como los carbohidratos y las proteinas, los acidos grasos esenciales,
todas las vitaminas del complejo B, vitamina E, hierro y otras importantes trazas de minerales,
fitoquimicos y fibra, que juegan un papel importante tanto en nutricion humana como animal
(Pereira et al., 2014). A pesar de esto, los mismos pueden estar contaminados por diferentes
peligros, entre ellos las micotoxinas (Pereira et al., 2014). Su presencia en los alimentos a base de
cereales es un problema importante que causa pérdidas en la agroindustria y afecta a la salud

publica (Pinotti et al., 2016).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios secretados principalmente por algunas especies
de Aspergillus, Fusarium, Penicillium y Alternaria que se pueden encontrar en cereales y productos
a base de cereales debido a que los mohos colonizan la planta durante su crecimiento o infectan los
cultivos después de la cosecha (Campagnollo et al., 2016; De Boevre et al., 2012; Magan y Aldred,
2007; Majeed et al., 2018; Paster y Bullerman, 1988; Pereira et al., 2014; Sauer, 1988). Segun
Pereira et al. (2014) las micotoxinas mas importantes en los cereales son ocratoxina A (OTA),
deoxinivalenol (DON), aflatoxinas totales (AFT) y zearalenona (ZEA) que podrian presentar

algunos efectos adversos para la salud como mutagenicidad, dermatotoxicidad, neurotoxicidad,



hepatotoxicidad, teratogenicidad, estrogenicidad, carcinogenicidad y efectos inmunosupresores
(Amirahmadi et al., 2017; Mousavi Khaneghah et al., 2017; Oteiza et al., 2017). Como las
micotoxinas son resistentes a diferentes tratamientos aplicados durante el procesamiento
(molienda, coccion y fermentacion) de los granos de cereales y productos a base de ellos, los
consumidores pueden estar expuestos a estas micotoxinas a través del consumo de los mismos
(Bullerman y Bianchini, 2007; Khaneghah, Martins et al., 2018). Aln bajo este contexto, existe
informacion limitada sobre la presencia de estas toxinas en los productos a base de cereales que
son de primordial importancia en la nutricion humana. Por lo tanto, la investigacion sobre la
contaminacion de los alimentos a base de cereales por las micotoxinas atrae una atencion
considerable debido a la importante amenaza que representan para la salud humana; mas adn
porque los procedimientos para identificarlos son algo especializados y costosos, y los protocolos
de muestreo necesarios antes de que se pueda llevar a cabo el anélisis todavia no se han dominado

por completo (De Koe y Juodeikiene, 2012).

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) se basa en el reconocimiento
anticuerpo-antigeno selectivo y especifico. EI ELISA competitivo utiliza un antigeno de referencia
que competira con el antigeno de la muestra por unirse al anticuerpo primario. Esta tecnologia es
rapida y simple, tiene alta sensibilidad y especificidad, convirtiendo a este método en una prueba
confiable ya que estd reconocido internacionalmente y validado con normativas de referencia.
Finalmente es relativamente econdmico comparado con los métodos de referencia lo cual permite

la realizacion de un nimero mas representativo de muestras.



2. Revision bibliografica

Actualmente, el riesgo toxicoldgico asociado con las micotoxinas se ha convertido en un aspecto
central del problema de la invasion fungica de los cultivos o de los granos almacenados (De Vries
et al., 2002). Adquieren relevancia en salud pablica y animal, debido a que pueden causar efectos
adversos en el hombre y en los animales. Los efectos de las micotoxinas incluyen diversos tipos de
cancer, disminucion de la respuesta inmune, trastornos hormonales, lesiones hepéticas y renales,

entre otros (Rojas y Wilches, 2011).

DON es probablemente el mas importante de los tricotecenos, ya que esta muy extendido y se
considera una micotoxina marcadora de los tricotecenos (Turner et al., 2008). DON constituye una
familia numerosa de compuestos estructuralmente relacionados, producidos por diversos géneros
de hongos tales como Fusarium, Myrothecium, Cephalosporium, Stachybotrys y Trichoderma
(Beremand y McCormick, 1992). Los mas importantes en los alimentos son los producidos por
Fusariumy, en general, se encuentran ampliamente distribuidos en granos de cereales (trigo, maiz,
avena, cebada, centeno y arroz) (Martinez-Larrafiaga y Navarro, 2006; Rojas y Wilches, 2011). El
principal sindrome que provoca es el gastroentérico, actuando sobre el sistema nervioso central
causando un sindrome emético y rechazo del alimento. Las manifestaciones habituales de la
intoxicacion por tricotecenos consisten en inmunodepresion y nauseas, a veces acompariadas de
vomitos (Rojas y Wilches, 2011). Ademas, la exposicién crénica a DON puede ser el principal
factor que contribuye a la nefropatia IgA humana y al cancer esofagico en el hombre (Hinoshita et

al.,1997; Knasmuiller et al., 1997).

Otra micotoxina generalizada producida por Fusarium spp (principalmente F. graminearum y
F. culmorum) es ZEA. Otras especies productoras de la toxina son F. moniliforme, F. culmorum,
F. sporotrichioides, F. oxysporum y F. semitectum, estos hongos requieren alta disponibilidad de

3



agua en el sustrato y son en su mayoria fitopatdgenos, capaces de invadir los cultivos en el campo,
pero crecen limitadamente en granos almacenados (Rojas y Wilches, 2011). La ZEA aparece con
frecuencia en el maiz, en algunos casos en concentraciones bastante altas (Wentz et al., 1981).
También se ha detectado en otros granos (trigo, avena, cebada, sorgo, mijo) heno, ensilados y
alimentos balanceados (Jelinek et al., 1989; Diaz, 1996). Los efectos toxicos mas importantes de
esta toxina se deben a su accidn sobre los receptores estrogénicos, que si son estimulados en exceso
dan lugar a hiperestrogenismo, con consecuencias dafiinas para el sistema reproductivo (Farnworth
y Trenholm, 1981). Esta micotoxina se ha reportado como un posible factor involucrado en cancer
de cerviz y telarquia prematura (Blunden et al., 1991). Al igual que con las otras toxinas de
Fusarium, no se produce una reduccién de ZEA durante o como resultado del proceso de coccion

(Numanoglu et al., 2010).

Las AFT son producidas principalmente por algunas cepas del género Aspergillus spp (De Koe
y Juodeikiene, 2012). Constituyen un grupo muy relacionado de metabolitos heterociclicos
sintetizados principalmente por los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus (Palmgren
y Hayes, 1987). Los efectos toxicos de estos metabolitos han sido ampliamente reportados y son el
resultado de su capacidad de interactuar con &cidos nucleicos, nucleoproteinas y sintesis de
proteinas (IARC, 1993; Williams et al., 2004; Wangikar et al., 2005). La aflatoxina B1 (AFB1) es
considerada el compuesto biolégicamente mas activo de la familia de las aflatoxinas y se presenta
en un nimero importante en alimentos para animales, asi como también en maiz, algodén y mani.
Ocasionalmente, A. flavus y A. parasiticus pueden colonizar pequefios granos de cereales como
cebada, avena y trigo, y producir niveles de aflatoxinas de bajos a moderados (Rojas y Wilches,
2011). La AFB; es el mas potente hepatocarcindgeno tanto en mamiferos como en humanos, y se

ha encontrado una correlacion entre la exposicion alimentaria a AFB1 y un mayor riesgo de cancer



de higado en humanos con infecciones crénicas de hepatitis B (Who-IARC, 1982; Bean et al.,
1989; Creppy, 2002; Virdis, 2009). Entre otros efectos presuntamente relacionados con las

aflatoxinas estan el Sindrome de Reye y Kwashiorkor (Rojas y Wilches, 2011).

Otra micotoxina que se produce en los cereales es la OTA. Es considerada un metabolito
secundario téxico producido por especies de hongos filamentosos superiores de los géneros
Penicillium y Aspergillus, principalmente por Penicillium verrucosum y Aspergillus ochraceus,
capaces de crecer sobre una amplia gama de sustratos organicos. Los cereales, en humanos, y los
piensos, en animales, constituyen las principales fuentes de exposicion alimentaria. La OTA es
nefrotoxica, inmunosupresora, genotdxica, carcindgena, teratogénica y neurotoxica. Respecto a la
actividad carcinogeénica, la Agencia Internacional de Investigacion contra el Cancer (IARC) ha
clasificado a esta micotoxina en la categoria 2B, es decir, como posible carcindgeno humano. La
exposicién a alimentos contaminados con OTA se ha relacionado con evidencias epidemioldgicas
de cancer testicular debido a la formacion de aductos con el ADN inducidos por la accion de este
genotdxico y ha sido implicada como un agente causal de tumores epiteliales del tracto urinario
superior y de una nefropatia progresiva conocida como “nefropatia endémica de los Balcanes”

(Krogh, 1978; Ravelo Abreul et al., 2011).

La exposicion cronica a bajos niveles de micotoxinas sigue siendo una preocupacion importante
en la cadena alimentaria de los cereales (Hussein y Brasel, 2001). En nuestro pais, diversas
instituciones han trabajado en investigacion sobre la presencia de micotoxinas en cereales: DON y
ZEA en trigo (Gonzélez, 1995; Gonzélez et al., 1996; Pacin et al., 2010, Quiroga et al., 1995);
DON, ZEA y AFT en maiz (Peralta Sanhueza, 1997); DON, ZEA, AFT y FB en maiz (Garrido et
al.,, 2012), DON, ZEA y AFT en arroz (Broggi, 1998). Cabe destacar que las mayores

investigaciones llevadas a cabo en nuestro pais se realizaron sobre cereales destinados al consumo



animal, y existen escasos estudios que abordan la presencia de micotoxinas en alimentos a base de
cereales para consumo humano. Debido a que los cereales de menor calidad se destinan al consumo
interno, es necesario cuantificar el riesgo al cual se encuentra expuesta la poblacion argentina
derivada del consumo de productos alimenticios elaborados a base de estos cereales, ademas de la
co-ocurrencia de varias micotoxinas que podria llegar a hallarse en estos productos como fue
reportado en trabajos anteriores, en particular las producidas por el género Fusarium (Costamagna

et al., 2018; Gaggiotti et al., 2014; Garrido et al., 2012; Nichea et al., 2015;).
3. Objetivos
3.1. Objetivo general

Evaluar la presencia y concentracion de las micotoxinas DON, ZEA, AFT y OTA en productos
alimenticios a base de cereales (trigo, maiz y arroz) disponibles comercialmente en supermercados

y dietéticas de la ciudad de Rafaela.
3.2. Objetivos especificos:

e Analizar el efecto del tipo de presentacion del producto (envasado en origen, a granel) y
del tipo de cereal (trigo, maiz y arroz) sobre la presencia y concentracién de las
micotoxinas DON, ZEA, AFT y OTA.

e Evaluar la co-ocurrencia de micotoxinas en las muestras analizadas.

e Comparar los niveles detectados de micotoxinas con los limites establecidos para la

comercializacion de productos alimenticios por las normativas internacionales.



4. Materiales y métodos

Todos los ensayos descriptos a continuacion se realizaron en el Laboratorio de Forrajes del

INTA EEA Rafaela.
4.1. Seleccion de muestras

Se llevo a cabo un muestreo aleatorio estratificado. Se realiz6 un listado de los comercios que
expenden productos alimenticios a base de cereales derivados del trigo, arroz y maiz en la localidad
de Rafaela, que cumplian con los criterios de inclusién y se sortearon dentro de esa lista, 10
establecimientos, quedando seleccionados los supermercados y dietéticas donde se adquirieron

finalmente las 43 muestras de alimentos para el ensayo.

Posteriormente, dentro de cada comercio se seleccionaron al azar y de la manera mas equitativa
posible productos alimenticios a base cereales derivados de trigo, arroz y maiz en dos modalidades

de presentacion: envasado al origen y a granel.
4.2. Preparacion de las muestras
4.2.1. Molienda

El contenido total de cada muestra fue molido mediante un Molino Thomas Model 4 Wiley®
Mill (Figura 1). Entre muestras, el molino se limpié con una aspiradora (Figura 2). Las muestras
se conservaron en bolsas plasticas herméticas a temperatura ambiente y las que presentaban un alto
contenido de aceite se colocaron en heladera a 2-8°C. El analisis de las muestras se realizo
inmediatamente finalizada esta etapa. Cada muestra fue identificada univocamente de acuerdo al

sistema de ingreso del Laboratorio de Forrajes de INTA Rafaela, para asegurar su trazabilidad.



Figura 1- Molino Thomas Model 4 Wiley® Mill

Figura 2- Limpieza de molino

4.2.2. Extraccién de micotoxinas
4.2.2.1. DON

Se pesaron 5 g de las muestras molidas en un erlenmeyer utilizando una balanza analitica
(Figura 3) y se le agregaron 100 ml de agua destilada (Figura 4). Luego fueron agitadas

vigorosamente durante 3 minutos en un agitador mecanico (Figura 5). Se filtraron los extractos a



través de papel de filtro de 12,5 mm de didmetro colocado en un embudo en otro erlenmeyer

(Figura 6). Se utilizaron 50 pl de la dilucién por pocillo para su andlisis.

Figura 4- Adicion de disolvente



Figura 5- Agitacion

Figura 6- Filtrado
42.2.2. ZEAy AFT

Se pesaron 5 g de las muestras molidas en un erlenmeyer utilizando una balanza analitica y se
le agregaron 25 ml de metanol al 70% (70 ml de metanol al 100% con 30 ml de agua destilada).
Luego fueron agitadas vigorosamente durante 3 minutos en un agitador mecanico. Se filtraron los

extractos a través de papel de filtro de 12,5 mm de diametro colocado en un embudo en otro
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erlenmeyer (Figura 7). Posteriormente se realizé una dilucion de 1 ml de cada filtrado con 1 ml de

agua destilada. Se utilizaron 50 pl de la dilucion por pocillo para su analisis en el test.

J

Figura 7- Extractos

4.2.2.3. OTA

Se pesaron 10 g de las muestras molidas en un erlenmeyer utilizando una balanza analitica
(Figura 3) y se le agregaron 50 ml de la solucion de extraccion ECO diluida (Extractor Concentrate
Ochratoxin). Esta solucion se utilizd6 como tampén de extraccion. Para preparar la solucién de
extraccion ECO lista para usar, se diluyé la solucién de extraccion ECO concentrada 10x (1:10 con
agua destilada o desionizada). Luego fueron agitadas brevemente por 10 segundos y a continuacion
vigorosamente durante 5 minutos en un agitador mecéanico (Figura 5). Se centrifugaron las
muestras durante 5 minutos a 3500 rpm a temperatura ambiente (20-25°C). Posteriormente se
realizo una dilucion de 1 ml de cada sobrenadante con 1 ml de tampon de lavado (PSB Tween:
tampon de fosfato 10 mM, pH 7,4 que contiene 0,05% Tween 20). Se utilizaron 50 ul de la dilucion
por pocillo para su analisis en el test.
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4.3. Andlisis de micotoxinas

4.3.1. DON

Se utilizd el test RIDASCREEN® FAST DON (R-Biopharm, Alemania) que es un
inmunoensayo enzimatico (ELISA) competitivo para el analisis cuantitativo de DON en cereales,

con las siguientes caracteristicas: limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC) <0,2

mg/kg (ppm).

Se colocaron 48 pocillos en el marco portapocillos para los estandares (0 mg/l, 0,222 mg/l, 0,666
mg/l, 2 mg/l y 6 mg/l) y las muestras a analizar, marcando la posicion de los estandares y de las

muestras (Figuras 8y 9).

Se agregaron 50 ul de los estandares y de las muestras a analizar a los pocillos correspondientes
a través de una micropipeta, utilizando un tip nuevo para cada estandar y para cada muestra. Se
adicionaron 50 ul del conjugado deoxinivalenol-enzima a los pocillos correspondientes, y luego
50 ul de anticuerpo anti-deoxinivalenol a cada pocillo mezclando el contenido de la microplaca
suavemente e incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente (20-25°C), como se muestra

en la figura 10.
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Figura 9- Marco portapocillos
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Figura 10- Agregado de conjugado a los pocillos

Se vaciaron los pocillos y luego se golped enérgicamente tres veces consecutivas el marco
portapocillos sobre un papel absorbente limpio para asegurar la eliminacion completa de restos
liquidos. Seguidamente se lavaron los pocillos (250 pl) con tampdn de lavado (tampon de fosfato
10 mM, pH 7,4 que contiene 0,05% Tween 20) utilizando una pipeta y se vaciaron nuevamente los

pocillos de la forma indicada anteriormente, repitiendo este paso 2 veces mas.

Se agregaron 100 pl de substrato cromogeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la
microplaca suavemente, y de forma inmediata se incubd 3 minutos (+ 0,5) en la oscuridad a
temperatura ambiente. Se afiadieron luego 100 pl de la solucién stop a cada pocillo, mezclando el

contenido de la microplaca suavemente.

Finalmente se midio la absorbancia (A) a 450 nm en el transcurso de los siguientes 10 minutos,
con un lector automatico de microplacas Multiskan EX Thermo Electron (Figura 11). La intensidad

de absorcidn es inversamente proporcional a la concentracion de DON en la muestra. Se utiliz6 el
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software RIDA®SOFT Win.net; R-Biopharm AG para la cuantificacion de los resultados de A de

los inmuno-ensayos enzimaticos RIDASCREEN®.

Figura 11- Lector automatico de microplacas
Multiskan EX Thermo Electron

4.3.2. ZEA

Se utilizo el test RIDASCREEN® FAST ZEARALENON (R-Biopharm, Alemania) que es un
inmunoensayo enzimatico competitivo para el analisis cuantitativo de ZEA en cereales, con las
siguientes caracteristicas: LD 17- 41 ug/kg (ppb) y LC 50 pg/kg (ppb). Se colocaron 48 pocillos
en la placa portapocillos, recubiertos con anticuerpos de captura, para los estandares (0 ppb, 50
ppb, 100 ppb, 200 ppb y 400 ppb) y las muestras a analizar, marcando la posicion de los estandares

y de las muestras.

Se agregaron 50 pl de los estandares y de las muestras a analizar a los pocillos correspondientes

a través de una micropipeta, utilizando un tip nuevo para cada estandar y para cada muestra. Se
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adicionaron 50 pl del conjugado zearalenona-peroxidasa a los pocillos correspondientes, y luego
50 ul de anticuerpo anti-zearalenona a cada pocillo mezclando el contenido de la microplaca

suavemente e incubando durante 10 minutos (+ 1) a temperatura ambiente (20-25°C).

Se vaciaron los pocillos y luego se golpe6 enérgicamente tres veces consecutivas el marco
portapocillos sobre un papel absorbente limpio para asegurar la eliminacion completa de restos
liquidos. Seguidamente se lavaron los pocillos (250 pl por pocillo) con agua destilada utilizando
una pipeta y se vaciaron nuevamente los pocillos de la forma indicada anteriormente, repitiendo

este paso 2 veces mas.

Se agregaron 100 pl de substrato cromogeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la
microplaca suavemente, y de forma inmediata se incubé 5 minutos (£ 0,5) en la oscuridad a
temperatura ambiente (20-25°C). Se afiadieron luego 100 ul de la solucién stop (solucién de &cido

sulfurico 1N) a cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca suavemente.

Finalmente se midi6 A a 450 nm en el transcurso de los siguientes 10 minutos, con un lector
automético de microplacas Multiskan EX Thermo Electrdn. La intensidad de absorcion es
inversamente proporcional a la concentracion de ZEA en la muestra. Se utilizd el software
RIDA®SOFT Win.net; R-Biopharm AG para la cuantificacion de los resultados de A de los

inmuno-ensayos enzimaticos RIDASCREEN®.

4.3.3. AFT

Se utilizo el test RIDASCREEN® FAST AFLATOXIN (R-Biopharm, Alemania) que es un
inmunoensayo enzimatico competitivo para el andlisis cuantitativo de AFT en cereales, con las

siguientes caracteristicas: LDy LC < 1,7 pg/kg (ppb).
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Se colocaron 48 pocillos en la placa portapocillos, recubiertos con anticuerpos de captura, para
los estandares (0 ppb, 1,7 ppb, 5 ppb, 15 ppb y 45 ppb) y las muestras a analizar, marcando la

posicion de los estandares y de las muestras.

Se agregaron 50 ul de los estdndares y de las muestras a analizar a los pocillos correspondientes
a través de una micropipeta, utilizando un tip nuevo para cada estandar y para cada muestra. Se
adicionaron 50 pl del conjugado aflatoxina-peroxidasa a los pocillos correspondientes, y luego 50
pl de anticuerpo anti-aflatoxina a cada pocillo mezclando el contenido de la microplaca suavemente
e incubando durante 10 minutos (+ 1) a temperatura ambiente (20-25°C), como se muestra en la

figura 10.

Se vaciaron los pocillos y luego se golped enérgicamente tres veces consecutivas el marco
portapocillos sobre un papel absorbente limpio para asegurar la eliminacion completa de restos
liquidos. Seguidamente se lavaron los pocillos (250 pl por pocillo) con tampoén de lavado (tampdn
de fosfato 10 mM, pH 7,4 que contiene 0,05% Tween 20) utilizando una pipeta y se vaciaron

nuevamente los pocillos de la forma indicada anteriormente, repitiendo este paso 2 veces mas.

Se agregaron 100 ul de substrato cromégeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la
microplaca suavemente, y de forma inmediata se incubd 5 minutos (+ 0,5) en la oscuridad a
temperatura ambiente (20-25°C). Se afiadieron luego 100 pl de la solucion stop (solucion de acido

sulfadrico 1N) a cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca suavemente.

Finalmente se midié A a 450 nm en el transcurso de los siguientes 10 minutos, con un lector
automatico de microplacas Multiskan EX Thermo Electron. La intensidad de absorcion es

inversamente proporcional a la concentracion de AFT en la muestra. Se utilizo el software
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RIDA®SOFT Win.net; R-Biopharm AG para la cuantificacion de los resultados de A de los

inmuno-ensayos enziméaticos RIDASCREEN®.

4.3.4. OTA

Se utilizé el test RIDASCREEN® FAST OCHRATOXIN A (R-Biopharm, Alemania) que es
un inmunoensayo enzimatico para el analisis cuantitativo de OTA en cereales, con las siguientes

caracteristicas: LD y LC 1,5 pg/kg (ppb) para trigo y 1,3 png/kg (ppb) para maiz y arroz.

Se colocaron 48 pocillos en el marco portapocillos para los estandares (0 pg/l, 1 pg/l, 3 pg/l, 10

pg/l, 30 pg/l y 100 pg/l) y las muestras a analizar.

Se agregaron 50 ul de los estandares y de las muestras a analizar a los pocillos correspondientes
a través de una micropipeta, utilizando un tip nuevo para cada estandar y para cada muestra. Se
adicionaron 50 pl del conjugado a los pocillos correspondientes mezclando el contenido de la
microplaca suavemente e incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en la

oscuridad, como se muestra en la figura 10.

Se vaciaron los pocillos y luego se golped enérgicamente tres veces consecutivas el marco
portapocillos sobre un papel absorbente limpio para asegurar la eliminacion completa de restos
liquidos. Seguidamente se lavaron los pocillos (250 pl por pocillo) con tampon de lavado (tampdn
de fosfato 10 mM, pH 7,4 contiene 0,05% Tween 20) utilizando una pipeta y se vaciaron

nuevamente los pocillos de la forma indicada anteriormente, repitiendo este paso 2 veces mas.

Se afiadieron 100 pl de substrato cromogeno a cada pocillo, mezclando el contenido de la
microplaca suavemente, y de forma inmediata se incub6 3 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente (20-25°C). Se agregaron luego 100 ul de la solucion stop (solucion de acido sulfarico

1N) a cada pocillo, mezclando el contenido de la microplaca suavemente.
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Finalmente se midi6 A a 450 nm en el transcurso de los siguientes 15 minutos, con un lector
automatico de microplacas Multiskan EX Thermo Electron. La intensidad de absorcion es
inversamente proporcional a la concentracion de OTA en la muestra. Se utilizd el software
RIDA®SOFT Win.net; R-Biopharm AG para la cuantificacion de los resultados de A de los

inmuno-ensayos enzimaticos RIDASCREEN®.

4.4. Andlisis estadistico

Las concentraciones de cada micotoxina en los productos alimenticios se analizaron mediante
estadistica descriptiva (frecuencia, media * desviacion estandar o mediana). El efecto del tipo de
presentacion de los alimentos (a granel o envasado en origen) y el tipo de cereal (maiz, trigo y
arroz) sobre la concentracion de micotoxinas, se evalué mediante la prueba Anova. Previamente
se comprobaron los supuestos de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y de homogeneidad de
varianzas (Test de Levene). Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software InfoStat

(Di Rienzo et al., 2012).
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5. Resultados y discusion
5.1. Prevalencia y concentracion de micotoxinas en alimentos a base de cereales

El nimero de muestras positivas, valores medios y prevalencia total de las micotoxinas DON,
ZEA, AFT y OTA analizadas en alimentos a base de maiz, trigo y arroz se presentan en la Tabla

1.

Tabla 1- Numero de muestras positivas, valores medios y prevalencia total de diferentes
micotoxinas analizadas en alimentos a base de maiz, trigo y arroz.

Deriv. Maiz (n=14) Deriv. Trigo (n=17)  Deriv. Arroz (n=12) -ES;EQ;‘
Muestras M + DEb Muestras M + DEb Muestras M + DEb Prevalencia
Micotoxinas positivas? _/k positivas? - Ik positivas? _/k total
AFT (3)21,4  2,8+4,2 (4)235 2,339 (1) 8,3 1,1+0,9 (8) 18,6
ZEA (2)143 19,9+79 (4)235 23,3126 QX0 1740 (6) 13,9
DON ()71 162+137 (14)82,4 496356 (5)41,8 331+333  (20) 46,5

OTA (2145 1,0:07 (2)11,8 14+12 (2)167 1304  (6)14,3

Referencias: ®Muestras>limite de deteccion; "Media (M) + Desvio estandar (DE); Derivados

(Deriv.).

La prevalencia de DON en las muestras examinadas fue superior a las demas micotoxinas. El
orden de clasificacion general de la prevalencia de micotoxinas en los alimentos a base de cereales
fue DON>AFT>0TA>ZEA. El valor medio (ug/kg) de las diferentes micotoxinas analizadas en

las muestras de alimentos a base de maiz, trigo y arroz se observa en la Tabla 2.
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Tabla 2- Valor medio, desvio estandar y rango de micotoxinas en productos alimenticios a base
de cereales.

Micotoxinas Mz DE (ug/kg) 2 Rango (ug/kg)
AFT 2,15+ 3,47 0,03-17,3
ZEA 20,42 +9,31 17-51
DON 341,05 £ 323 20-1230
OTA 1,27 +0,87 0,10-4,30

Referencias: ®Media (M) + Desvio Estandar (DE)

El orden de clasificacion total de concentracion de micotoxinas en productos a base de cereales
fue DON>ZEA>AFT>0OTA. Estos resultados son coincidentes con una revision sistematica y
metaanalisis realizado por Khaneghah, Fakhri et al. (2018) en matrices alimentarias similares
donde DON 'y ZEA fueron halladas en mayor concentracion. Esto puede deberse a diversos factores
que proporcionan las condiciones necesarias para el crecimiento de hongos y posterior
contaminacion por micotoxinas, como las condiciones climaticas, los procesos de secado
inadecuados, asi como la manipulacion, el transporte y el almacenamiento deficientes en la etapa

de recoleccion (Khaneghah, Fakhri et al., 2018).

La prevalencia total de DON en las muestras analizadas de alimentos a base de cereales fue del
46,5%. El orden de clasificacion de los alimentos a base de cereales en funcion de la prevalencia y

concentracion de DON fue trigo>arroz>maiz.

La prevalencia total de ZEA en las muestras analizadas de alimentos a base de cereales fue del
13,9%. La mayor prevalencia se presentd en las muestras de alimentos a base trigo y maiz, no
presentandose muestras por encima del limite de deteccidn para el caso de los alimentos derivados
del arroz. La mayor concentracion fue hallada en los alimentos a base de trigo, seguido por los

alimentos a base de maiz y por ultimo los alimentos a base de arroz.

La prevalencia total de AFT en las muestras analizadas de alimentos a base de cereales fue del
18,6%. El orden de clasificacién de los alimentos a base de cereales en funcion de la prevalencia
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de AFT fue trigo>maiz>arroz, aunque las concentraciones mas altas se presentaron en maiz,

seguida por el trigo y finalmente el arroz.

La prevalencia total de OTA en las muestras analizadas de alimentos a base de cereales fue de
14,3%. El orden de clasificacion de los alimentos a base de cereales en funcion de la prevalencia
de OTA fue arroz>maiz>trigo. Las mayores concentraciones de OTA se hallaron en las muestras

de trigo seguidas por los alimentos a base de arroz y finalmente los alimentos a base de maiz.

Los productos a base de trigo fueron los que mayor cantidad de micotoxinas presentaron, siendo
DON la micotoxina de mayor prevalencia (82,4%) al igual que en productos a base de arroz
(41,8%). En productos a base de maiz, AFT tuvo mayor prevalencia (21,4%), seguida por OTA
(14,5%) (Grafico 1). Este hallazgo es consistente con los resultados recopilados por Palumbo et al.
(2020), donde el trigo fue el cereal méas informado con respecto a las micotoxinas individuales vy,
ademas este cereal presentd las concentraciones mas altas de DON reportadas en los alimentos a
base de cereales. El tiempo de almacenamiento y las condiciones sanitarias del lugar de
almacenamiento han sido identificados como los principales factores que contribuyen a la
proliferacion de estas micotoxinas en productos alimentarios a base de cereales (Khaneghah,

Martins et al., 2018).

Se han realizado varios estudios en todo el mundo para determinar la ocurrencia y los niveles
de micotoxinas en productos a base de cereales usando diferentes técnicas. En Sudéfrica, se
analizaron muestras de productos a base de trigo comercialmente disponibles en supermercados y,
a partir de técnicas cromatograficas (HPLC, TLC, LC-MS), concluyeron que la micotoxina
predominante fue DON (Mashinini y Dutton, 2006). En un estudio realizado en Serbia, Skrbié et
al., (2012) analizaron muestras de harina de trigo adquirida en supermercados, mediante LC-MS
donde se reporté que DON fue la micotoxina predominante en todas las muestras analizadas. Los
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autores asocian estos resultados a que DON es parcialmente resistente a la descomposicion durante

los procedimientos de coccion.
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Gréfico 1- Porcentaje de prevalencia de micotoxinas en cada matriz analizada.

Las diferencias en la concentracion y prevalencia de micotoxinas en los alimentos a base de
cereales pueden deberse a diferentes razones, incluidas las propiedades fisicas y quimicas de los
alimentos (pH, enzimas enddgenas, composicion y actividad del agua) el manejo de la produccion
(labranza, cosecha, almacenamiento y procesamiento) y condiciones climaticas (humedad,
temperatura y precipitacion) (Reyneri, 2006). Sin embargo, se atribuye que una de las principales
razones de la diferencia en la concentracion y la prevalencia de algunas de las micotoxinas como
la AFT en los productos alimenticios es el tiempo de almacenamiento y las condiciones sanitarias
y ambientales en el lugar de almacenamiento que pueden promover la proliferacion de esas
micotoxinas en productos alimenticios a base de cereales (Kamika y Takoy, 2011; Kamika y

Tekere, 2016; Magan y Aldred, 2007). Kamika y Tekere (2016) demostraron que la concentracion
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de aflatoxinas en las muestras de maiz en la tienda de la ciudad era 500 veces mayor que en las
muestras previas a la cosecha. Por lo tanto, el aumento de aflatoxinas en los almacenes también
podria estar correlacionado con la falta de condiciones ambientales en las instalaciones donde se

almacenan los productos (Magan y Aldred, 2007).

5.2. Efecto del tipo de presentacion de los alimentos sobre la presencia de micotoxinas

El tipo de presentacidn del producto no estuvo asociado a la presencia de ZEA (P=0,619), DON
(P=0,376) y OTA (P= 0,919), pero si a la presencia de AFT en los tres cereales (P< 0,001).
Aquellos alimentos comprados a granel tuvieron el doble de concentracion de AFT (3,8+1,2 ug/kg)
que aquellos comprados en su envase original (1,6+0,3ug/kg). Estos resultados nos demuestran que
las condiciones de almacenamiento de los productos a granel podrian estar influyendo en la

concentracion de AFT promoviendo el desarrollo y proliferacion del hongo durante ese periodo.

5.3. Co-ocurrencia de micotoxinas en productos a base de cereales

La Tabla 3 muestra la co-ocurrencia de micotoxinas en las muestras de productos a base de
cereales analizadas en este estudio, representando todas las muestras con concentraciones por

encima del LD.

Teniendo en cuenta la co-ocurrencia de las micotoxinas detectadas, en el 46,7% de las muestras
analizadas de cereales no se manifestdé ninguna micotoxina, mientras que el 23,3% presentd solo
1, siendo en su totalidad DON. En el 23,3% de las muestras se manifestaron 2 micotoxinas; siendo
la combinacion de mayor frecuencia de aparicion la de DON-ZEA. En 2 muestras,
correspondientes a tutuca de trigo y arroz yamani inflado de venta a granel se manifestaron 3
micotoxinas: AFT, DON y OTA (4,7%). En la muestra de tutuca de trigo de venta a granel, se

encontraron las 4 micotoxinas (2,3%).
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Tabla 3- Co-ocurrencia de micotoxinas en muestras de alimentos a base de cereales

Numero de . . Ntmero o_Ie_
; . Tipo de co-ocurrencia muestras positivas

micotoxinas _
(n=43)

2 AFT — ZEA 1

2 AFT — DON 2

2 AFT - OTA 2

2 DON - ZEA 4

2 DON - OTA 1

3 AFT —DON - OTA 2

4 AFT —DON - OTA - ZEA 1
Total (%) 13 (30)

La mayor co-ocurrencia de micotoxinas se hall6 en los productos que se expenden a granel. El
problema que plantea la co-ocurrencia de micotoxinas en los alimentos es que la combinacion
multiple de estos compuestos puede dar lugar a interacciones toxicas aditivas o sinérgicas
adicionales en comparacion con la exposicion a una sola micotoxina (Alassane-Kpembi et al.,

2017; Franco et al., 2019).

La micotoxina que se presento en la totalidad de las muestras positivas y en todas las matrices
estudiadas fue DON. Este resultado coincide con el estudio realizado por Cervero et al. (2006), en
productos a base de maiz, donde DON se hall6 en todas las muestras positivas. Ademas, en dicho
trabajo se expuso que en las muestras que contenian 2 micotoxinas, la combinacion mas frecuente
fue DON-ZEA, similar al resultado obtenido en nuestro estudio. En concordancia con esto, los
datos obtenidos en la extensa revision bibliografica realizada por Palumbo et al. (2020), indicaron

que la coexistencia de DON-ZEA fue la mas frecuente en productos a base de trigo.

5.4. Comparacion de niveles detectados de micotoxinas con los limites establecidos

internacionalmente para la comercializacién de productos alimenticios a base de cereales
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Cheli et al., (2014) establecen que es importante el conocimiento, control del nivel y distribucion
de contaminantes en cereales debido al alto impacto econdmico y sanitario en la seguridad de
alimentos y piensos tanto en la salud humana como animal; por lo que las concentraciones maximas
de las micotoxinas deben establecerse en un nivel estricto que sea razonablemente alcanzable,

priorizando el riesgo relacionado con el consumo de alimentos a base de cereales.

Las reglamentaciones de la Union Europea (UE) establecen los niveles mé&ximos permitidos de
micotoxinas en los productos a base de cereales para consumo humano (De Koe y Juodeikiene,
2012; EC, 2006). Teniendo en cuenta las mismas, el 4,6% de las muestras examinadas excedio el
valor establecido por la UE tanto para AFT como para ZEA y OTA, y el 16,3% superd el valor
determinado para DON (Tabla 4). DON fue la micotoxina que superé en mayor porcentaje la
tolerancia de la regulacion de la UE. Los productos a base de maiz que superaron el nivel maximo
permitido de micotoxinas para consumo humano, segun UE, fueron tutuca de maiz de venta a
granel (AFT) y maiz pisingallo (DON); de los productos a base de trigo que superaron
reglamentacion de la UE fueron tutuca de trigo de venta a granel (AFT, ZEA, DON y OTA), harina
integral de trigo de venta a granel (ZEA), fideos secos al huevo (DON), pasta seca de sémola
(DON), galletitas de salvado (DON), galletitas saladas (DON) y tutuca de trigo (OTA). Los
productos a base de arroz que superaron los niveles méaximos permitidos de AFT segun la

regulacion de la UE fueron arroz inflado y harina de arroz de venta a granel.

26



Tabla 4- Porcentaje de muestras que superaron los niveles maximos de micotoxinas en
productos para alimentacion humana a base de cereales establecidos por la Unién Europea (UE)

Muestras que superan limites establecidos por UE L imites establecidos por UE

Micotoxinas (n) %
Maiz (n=14) Trigo (n=17) Arroz (n=12) Maximo nivel en: ug/kg
Todos los cereales y productos
@7 (1) 6 0)0 derivados de cereales, incluyendo 4
AET productos de cereales procesados.

Maiz sometido a tratamiento fisico
% muestras que superan: 4,6 antes del consumo humano o utilizado 10
como ingrediente en alimentos.

Maiz destinado al consumo humano
directo, harina de maiz, sémola de
maiz, germen de maiz y aceite de maiz
refinado.

(0) 0 ) 12 (0) 0 200

ZEA

Pan, pasteles, galletas, refrigerios de
cereales y cereales para el desayuno,
excepto aperitivos de maiz y cereales
para el desayuno a base de maiz.

% muestras que superan: 4,6 50

Cereales destinados al consumo
humano directo, harina de cereales
(harina de maiz y sémola de maiz),
o0 (5) 29 (2) 17 salvado como  producto  final 750
DON comercializado directamente para
consumo humano y germen.
Pasta seca

Pan, pasteles, galletas, aperitivos de

500
cereales y cereales de desayuno.

% muestras que superan: 16,3

Todos los productos derivados de
©0 (2)12 ©0 cereales sin procesar, incluidos los
OTA cereales procesados, productos vy 3
% muestras que superan: 4,6 cereales destinados al consumo
humano directo.

Las micotoxinas pueden transferirse a productos derivados de cereales durante el procesamiento
(Khaneghah, Fakhri et al., 2018). El trigo y la harina de trigo son los ingredientes principales para
la fabricacion de diversos productos a base de harina como pan, pasta y galletas. Dado que la baja
actividad de agua de la harina podria ser un factor intrinseco para la conservacién contra la
contaminacion microbiana, los productos a base de cereales podrian verse amenazados por la
contaminacion por hongos y la produccion de micotoxinas debido al ligero aumento (1-2%) en el

contenido de humedad durante su almacenamiento (Cabafas et al., 2018; Reyneri, 2006).
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5. Conclusiones

Este trabajo constituye el primer estudio en nuestro pais sobre la presencia natural de estas
micotoxinas en alimentos derivados de trigo, arroz y maiz disponibles comercialmente. Los
resultados del presente estudio indican altos niveles de ocurrencia de DON, principalmente en los
productos derivados del trigo. Ademas, DON fue la micotoxina que se presenté en mayor
concentracion en productos a base de cereales. EI 30% de las muestras estuvieron contaminadas al
menos por 2 tipos de micotoxinas, lo cual supone un riesgo para la salud de los consumidores e
indica la necesidad de controlar estos productos antes de ser consumidos. DON fue la micotoxina

que super6 en mayor porcentaje la tolerancia de la regulacion de la UE.

El tipo de presentacion del producto (envase original o a granel) estuvo asociado a la presencia
de AFT en los tres cereales analizados. Aquellos alimentos comprados a granel tuvieron el doble
de concentracion de AFT que aquellos comprados en su envase original. Es necesario aplicar
buenas practicas para garantizar las condiciones adecuadas durante el almacenamiento y la
manipulacion de los productos finales. Ademas, se deberian investigar y desarrollar diversas
estrategias para prevenir, controlar y reducir la contaminacion y proliferacién de micotoxinas en
los cultivos alimentarios, estudiando los puntos clave de control a lo largo de toda la cadena
alimentaria y llevando a cabo un plan de vigilancia continua de micotoxinas en productos a base

de cereales.

Por altimo, debido a la importancia y al impacto en la salud publica es importante trabajar con
los entes regulares para que en la Argentina se establezcan los limites permitidos para las
micotoxinas en productos a base de cereales, siendo que la UE los considera y en nuestro pais no

se controlan.
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8. Anexos

Anexo Tabla 1- Productos alimenticios y lugar de compra

Identificacion Presen-  Alimento Lugar donde se

de laboratorio Producto Marca tacion a base de adquirio
LF/2020/14 Copos de maiz para desayuno X AG MAIZ Dietética
LF/2020/15 Copos de maiz para desayuno X AG MAIZ Dietética
LF/2020/16 Copos de maiz para desayuno X EO MAIZ Supermercado
LF/2020/17 Copos de maiz para desayuno Granix EO MAI{Z Supermercado
LF/2020/18 Tutuca de maiz X AG MAIiz Dietética
LF/2020/19 Tutuca de maiz X EO MAI{Z Supermercado
LF/2020/20 Maiz pisingallo X AG MAI{Z Dietética
LF/2020/21 Maiz pisingallo Ecosan EO MAIz Supermercado
LF/2020/22 Maiz Pisado Blanco Ecosan EO MAIiZz Supermercado
LF/2020/23 Harina de maiz X AG MAIz Dietética
LF/2020/24 Harina de maiz Arcor EO MAIiZz Supermercado
LF/2020/25 Harina de maiz Morixe EO MAIZz Supermercado
LF/2020/26 Palitos de maiz Guadalupe EO MAIZz Supermercado
LF/2020/28 Palitos de maiz Krachitos EO MAIZz Supermercado
LF/2020/29 Tutuca de trigo X AG TRIGO Dietética
LF/2020/30 Tutuca de trigo X EO TRIGO Supermercado
LF/2020/31 Harina Integral de trigo X AG TRIGO Dietética
LF/2020/32 Harina Integral de trigo X AG TRIGO Dietética
LF/2020/33 Harina de trigo 0000 Cuspide EO TRIGO Supermercado
LF/2020/34 Fideos secos al huevo Sana Pasta EO TRIGO Dietética
LF/2020/35 Fideos secos al huevo Dietética Integral EO TRIGO Dietética
LF/2020/36 Pasta seca de sémola Mulini EO TRIGO Supermercado
LF/2020/37 Bizcochos X EO TRIGO Dietética
LF/2020/38 Bizcochos Tia Maruca EO TRIGO Supermercado
LF/2020/39 Galletitas de salvado Hogarefias (Arcor) EO TRIGO Supermercado
LF/2020/40 Galletas saladas Paseo EO TRIGO Supermercado
LF/2020/41 Galletitas de salvado Serranas EO TRIGO Supermercado
LF/2020/42 Galletitas Granix EO TRIGO Supermercado
LF/2020/43 Grisines Ceral EO TRIGO Supermercado
LF/2020/44 Grisines Veneziana EO TRIGO Supermercado
LF/2020/45 Tostadas Caricias EO TRIGO Supermercado
LF/2020/46 Discos de Arroz Integral con sal Fisbix EO ARROZ Dietética
LF/2020/49 Tostadas de arroz Molinos Ala EO ARROZ Supermercado
LF/2020/51 Barritas de arroz Crowie EO ARROZ Supermercado
LF/2020/52 Arroz yamani inflado X AG ARROZ Dietética
LF/2020/53 Arroz inflado X EO ARROZ Supermercado
LF/2020/54 Arroz Integral X AG ARROZ Dietética
LF/2020/55 Arroz largo fino Molinos Ala EO ARROZ Supermercado
LF/2020/56 Arroz largo fino Lucchetti EO ARROZ Supermercado
LF/2020/57 Harina de arroz X AG ARROZ Dietética
LF/2020/58 Fideos de arroz (con gorgojos) Fu Sheng EO ARROZ Dietética
LF/2020/59 Fideos de arroz Soyarroz EO ARROZ Dietética
LF/2020/61 Pastas de harina de arroz Coditos EO ARROZ Supermercado
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