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RESUMEN

En el presente Trabajo Fin de Grado se han analizado muestras de grano de maiz
secado y molido procedentes de diversas localizaciones de la comunidad auténoma de
Aragén y cosechadas durante los meses de octubre y noviembre de 2018, para evaluar
su contenido en deoxinivalenol, una de las micotoxinas con mayor importancia en
Espafia, la cual contamina una amplia variedad de alimentos y piensos, entre los que

destacan los cereales y sus derivados.

El andlisis de esta micotoxina en las muestras de maiz se llevo a cabo mediante
dos técnicas: una técnica semicuantitativa de cribado basada en inmunocromatografia de
flujo lateral (Lateral Flow Devices, LFD), y otra técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion acoplada a un detector de diodos (High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC-DAD). Esta ultima se utiliz6 para la confirmacion de los
resultados obtenidos mediante la técnica de cribado que mostraron tasas de
contaminacion con valores cercanos o superiores al contenido maximo de 1,75 mg/kg

establecido en la legislacion europea para alimentacion humana.

Las tasas de contaminacion por deoxinivalenol en las muestras analizadas por la
técnica de cribado, presentaron un promedio de 1,48 mg/kg con un rango entre 0,21
mg/kg y 7,22 mg/kg en 37 muestras positivas (62,71 %). De las muestras en las que se
detectd deoxinivalenol, 12 presentaron un contenido superior a 1,50 mg/kg, por lo que
también fueron analizadas por HPLC-DAD. Los resultados asi obtenidos permitieron
establecer un valor medio de contaminacion por esta micotoxina de 1,34 mg/kg,
superando 8 de las muestras (13,60 %) analizadas el contenido maximo de DON en

maiz destinado a alimentacién humana.



ABSTRACT

In the present Degree Final Project it has been evaluated the deoxynivalenol
content of ground and dried maize grain samples from diverse locations of the
autonomous community of Aragon, harvested between October and November of 2018.
This is one of the most important mycotoxins in Spain, which contaminate a broad
range of food and feed, mainly cereals and its products.

The analysis of this mycotoxin was carried out by two techniques: a
semicuantitative screen technique based on lateral flow immunochromatography
(Lateral Flow Devices, LFD), and other technique of High Performance Liquid
Chromatography with Diode Array Detection (HPLC-DAD). The latter was used in
order to confirm those results obtained by the screening technique which showed
contamination rates near or above the maximum content of 1.75 mg/kg established in

the European legislation for human consumption.

Deoxynivalenol contamination rates in analyzed samples by semicuantitative
screen technique, presented an average content of 1.48 mg/kg and a range between 0.21
mg/kg and 7.22 mg/kg in 37 positive samples (62.71 %). Levels higher than 1.50 mg/kg
were detected in 12 of the positive samples, and so they were also analyzed by HPLC-
DAD. The results thus obtained allowed to establish an average content for this
mycotoxin of 1.34 mg/kg, surpassing the maximum content for DON on maize intended

for human consumption eight of the analyzed samples (13.60 %).



1. INTRODUCCION
1.1. MICOTOXINAS

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de origen flngico de interés
mundial, debido a sus efectos adversos sobre la salud publica asi como por las pérdidas
econdmicas que provocan y su impacto en el comercio nacional e internacional (Arifio
et al., 2015).

El término micotoxina proviene del griego “mycos”, que significa hongo, y del
latin “toxicum”, que significa toxico o veneno (AFHSE, Asociacion de Fabricantes de
Harinas y Sémolas de Espafia, 2015). Actualmente se conocen mas de trescientas
micotoxinas (Arroyo et al., 2014), siendo los géneros fungicos mas relevantes en cuanto
a su produccion en cereales: Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Gomez, 2007). La
sintesis de micotoxinas tiene lugar en la etapa final de crecimiento del moho o al
principio de la fase estacionaria (Soriano et al., 2007), siendo cada uno de estos géneros,

productor de varios tipos de micotoxinas (Tabla 1).

Tabla 1. Géneros de mohos y micotoxinas producidas de importancia mundial.
Adaptacion de D"Mello y Macdonald, (1997).

Género Micotoxinas producidas

Aspergillus Aflatoxinas By, B2, G1 y G2, ocratoxina A

Deoxinivalenol, zearalenona, toxinas T-2 y HT-2,

Fusarium fumonisinas B1, B2 y B3

Penicillium Ocratoxina A, patulina

Para la proliferacion del moho y la sintesis de micotoxinas se requieren
determinadas condiciones de temperatura, humedad y sustrato, pudiéndose observar
diferencias entre géneros. Una forma de clasificacion de las micotoxinas diferencia
aquellas que se producen principalmente en el cultivo (“micotoxinas de campo”), frente
a aquellas que se sintetizan mayoritariamente durante las etapas posteriores de
almacenamiento y procesado (“micotoxinas de almacenamiento), bajo condiciones

apropiadas para el desarrollo fungico.

Asi, el género Aspergillus se asocia con zonas climaticas tropicales y
subtropicales, debido a que prolifera en condiciones de humedad relativa entre 88 y 95
%, y en un amplio rango de temperatura entre los 10 y 43 °C, si bien su temperatura

Optima para la sintesis de micotoxinas se encuentra entre los 20 °C y los 30 °C. Las
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especies micotoxigénicas de este género presentan una especial afinidad por frutos
secos y semillas de oleaginosas, pudiendo contaminar cultivos de algodén, cacahuetes,

maiz, asi como otros cereales y especias (Soriano et al., 2007).

Fusarium se encuentra principalmente en las zonas de clima templado donde se
dan las condiciones para su proliferacion: temperaturas entre 20 °C y 25 °C y
humedades relativas superiores al 80 %. Las especies micotoxigénicas de este género
presentan afinidad por los cereales, pudiendo contaminar cultivos de trigo, maiz y

cebada entre otros (Soriano et al., 2007).

Por otro lado, Penicillium es mas comln en zonas de clima frio y templado
debido al rango de temperaturas de proliferacion, entre los 4 y los 31 °C, y una actividad
de agua de 0,80. Puede contaminar alimentos producidos en zonas de clima frio y
templado, destacando los cereales y derivados, bebidas alcoholicas, asi como productos
procedentes de la molienda como el cacao o el café (Ravelo et al., 2011).

A nivel mundial se estima que el 25 % de los cultivos, incluidos alimentos
basicos como los cereales, se ven afectados por mohos productores de micotoxinas. En
cuanto a su importancia econdémica, la cifra estimada de pérdidas de productos
alimenticios a nivel mundial es del orden de 1.300 millones de toneladas anuales (FAO,

Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2019).

Esta cifra contrasta con la produccion total de maiz, situada en torno a 1.130
millones de toneladas en el periodo de 2016 y 2017 (CIC, Consejo Internacional
Cereales, 2019). En el caso concreto de EEUU las pérdidas anuales debidas a los efectos
de las micotoxinas en la cosecha de cereal rondan los 1.000 millones de dolares anuales
(Castafieda, Chirivella y Carbonell, 2012).

Los efectos adversos que sobre la salud publica puede producir el consumo de
alimentos contaminados con micotoxinas se denominan micotoxicosis y se caracterizan
por cuadros de toxicidad aguda o crénica que pueden afectar a los sistemas:
inmunolégico, hematoldgico, hepético, respiratorio, neuroldgico y renal, asi como
provocar efectos mutagénicos, carcinogénicos y estrogénicos. Las micotoxicosis pueden
diferenciarse en primarias o secundarias. Las primeras se producen como consecuencia
de la ingesta de un alimento o pienso contaminado; y las segundas son debidas al
consumo de productos procedentes de animales que hayan bioacumulado micotoxinas

en sus tejidos, y/o excretado como en el caso de la leche o los huevos (Ramos, 2016).
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En este sentido, el deoxinivalenol o vomitoxina es una micotoxina que
contamina frecuentemente los alimentos y piensos y produce micotoxicosis primarias en

el hombre y animales.
1.2. DEOXINIVALENOL

El deoxinivalenol (DON), clasificada dentro de las toxinas no estrogénicas, es la
mas importante y frecuente de las micotoxinas del grupo de los tricotecenos de tipo B.
Todas ellas presentan una estructura quimica similar, basada en dos anillos fendlicos,
una funcién carbonilo en la posicién C8, tres grupos hidroxilos (OH-) a los que se
asocia su toxicidad y un grupo ceto insaturado en posicion a, p (Figura 1) (Soriano et
al., 2007; AECOSAN, Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y
Nutricion, 2015; Arifio et al., 2015).

H;C

Figura 1. Estructura quimica del DON (Sosa, Escobar y Faure, 2017).

Se trata de un compuesto polar con cierta solubilidad en agua y muy soluble en
otros solventes polares como el metanol, lo cual se ha asociado con una menor

presencia de la micotoxina en algunos productos derivados del maiz tras su procesado.

Ademas, el deoxinivalenol estd considerado como un compuesto estable a
diferentes valores de pH y relativamente estable térmicamente. A modo de ejemplo,
Numanoglu et al., (2012) llevaron a cabo un ensayo de degradacion térmica en panes
elaborados a base de maiz contaminados de forma natural con deoxinivalenol y
sometidos a diferentes temperaturas de coccion. En el citado estudio no se observd
degradacion alguna de la micotoxina a 100 °C, siendo necesarias 3 horas de tratamiento
a 150 °C para reducir su contenido un 37 %. Conforme se incremento la temperatura
(200 y 250 °C) se redujo el tiempo necesario en 30 y 15 minutos para alcanzar

reducciones que alcanzaron valores de 35,7 % y 32 %, respectivamente.



1.2.1. ORIGEN DE LA CONTAMINACION ALIMENTARIA

El DON es considerada como una tipica “micotoxina de campo”, ya que su
produccion se da principalmente en el cultivo. Durante el momento de la floracion, la
planta puede ser infectada por especies de Fusarium micotoxigénicas, aunque también
la contaminacién por mohos y formacion de micotoxinas puede ocurrir durante la
recoleccidn, transporte, almacenamiento o procesado (ELIKA, Fundacién Vasca para la
Seguridad Agroalimentaria, 2013).

Esta toxina se sintetiza principalmente por mohos del G° Fusarium (EFSA
CONTAM Panel, 2017), siendo las dos principales especies productoras: Fusarium
graminearum, que prevalece en zonas templadas y himedas, y F. culmorum, mas
presente en zonas algo mas frias y himedas (ELIKA, 2013). En el caso de F.
graminearum, sus condiciones Optimas de crecimiento se dan a awde 0,88 y 25 °C de
temperatura, mientras que F. culmorum crece Optimamente a aw de 0,87 y 21 °C de
temperatura (JECFA, Joint FAO/WHO Experts Committee on Food Additives, 2001).

Esta ligera diferencia de condiciones Optimas de crecimiento ha sido asociada
con un avance de F. graminearum en detrimento de F. culmorum debido al
calentamiento global y al consecuente aumento de temperaturas. Asi, se ha descrito su
avance en algunos paises como Alemania, Holanda e Inglaterra (Chakraborty y Newton,
2011). En el caso de Espafa, destaca F. graminearum como principal productor de
deoxinivalenol en los cultivos de cereales en relacion a su clima templado (Miraglia et
al., 2009).

Ambas especies de mohos son importantes patdégenos para las plantas, y en
cereales son responsables de las fusariosis de la espiga de trigo y del maiz. Esta
enfermedad se presenta como podredumbre de los granos de maiz debido a la presencia
de micelio de color rosado como consecuencia del crecimiento flngico y posterior
marchitez total o parcial de la planta. La fusariosis se extiende, por lo general, desde la
punta de la mazorca, descendiendo por canales realizados por insectos hasta la base de
la misma (Velluti, 2002; AFHSE, 2015).



A continuacion se describe el ciclo infectivo del G° Fusarium (Figura 2), el cual
parte de un indculo primario de formas resistentes de estas especies, bien procedente de
residuos de cosechas anteriores, o bien por el uso de semillas infectadas, que son
colonizadas por los mohos micotoxigénicos después de la germinacién. La infeccion,
por lo general, se produce en el momento de la floracion, durante la cual aumenta la
susceptibilidad, aunque puede producirse en otros periodos debido a la existencia de
heridas en el tejido vegetal (Arifio et al., 2015; Cruz, 2016).

Granos

Dlsem"_muon (_ie infectados
esporas (viento, riego,

insectos...)

' B4

Infeccion del
cultivo

Residuos de cosecha
colonizados

Plantula
enferma

Mazorca infectada
Figura 2. Ciclo infectivo de Fusarium en maiz (elaboracion propia).

La presencia del moho en rastrojos de cultivos anteriores (hospedadores de
Fusarium) o en la maleza, se relaciona con un mayor contenido de DON en la cosecha
de maiz (Arifio et al., 2015). Asimismo, el llevar a cabo labores de arado puede llegar a

reducir las tasas de DON en maiz en un 94 % (Maiorano et al., 2008).

Por otro lado, que se den ciertas condiciones ambientales como la pluviometria
en la etapa que abarca desde la floracion a la cosecha y la alta humedad relativa
ambiental comprendida entre el 92 % y el 94 %, son factores que influyen directamente

en la contaminacion de los cultivos. Asimismo, la dispersion de las esporas flngicas se



ve favorecida ademas, por el viento asi como por el riego por aspersion y la lluvia
(Cruz, 2016; Kos et al., 2016).

La produccion de deoxinivalenol se da sobre todo en granos de cereales y en
productos derivados de los mismos, siendo mas prevalentes en trigo y maiz, aunque
pueda encontrarse también en centeno, avena, cebada, arroz y sorgo (ELIKA, 2013). El
consumo de estos productos, junto con otros alimentos como los frutos secos y el café
constituyen la principal fuente de exposicion a esta micotoxina de forma directa. La
intoxicacion en animales se asocia sobre todo con piensos derivados de cereales y maiz
forrajero (EFSA CONTAM Panel, 2017).

Sin embargo, el deoxinivalenol, a diferencia de otras micotoxinas, presenta una
escasa transferencia desde los piensos a la carne, huevos o leche, y por tanto la ingesta
de productos de origen animal apenas contribuye a la exposicion a esta toxina (AFHSE,
2015).

1.2.2. TOXICIDAD

Esta micotoxina a altas concentraciones en alimentos y piensos puede producir
cuadros de toxicidad aguda en seres humanos y animales, cuyos sintomas mas
importantes son los vémitos, nduseas, diarreas y malestar general. De hecho, el
deoxinivalenol es conocido vulgarmente como vomitoxina, ya que los vOmitos son uno
de sus efectos adversos mas comunes (Hernandez, 2014; AECOSAN, 2015). La
intoxicacion por DON es mas propia de los animales de abasto, y, aunque la
intoxicacion en seres humanos es poco comun, se conocen algunos episodios en

relacion a la ingesta de cereales contaminados.

Entre ellos, destacan varios brotes de micotoxicosis agudas acontecidos en China
entre los afios 1984 y 1985, que afectaron a mas de 7.800 personas tras el consumo de
maiz y trigo contaminados por DON, alcanzandose niveles de hasta 92,8 mg/kg en
granos de maiz en los que se distinguia la presencia de mohos . Las personas afectadas
padecieron nauseas, vomitos y cefaleas en un periodo de tiempo entre los cinco y treinta
minutos posteriores a la ingesta, lo cual dio lugar a la denominacion vulgar del

deoxinivalenol como vomitoxina (Luo, 1991; Hernandez, 2014).

El deoxinivalenol presenta menor toxicidad a diferencia de otros tricotecenos,

como por ejemplo la toxina T-2, siendo Unicamente letal en concentraciones tan
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elevadas que resulta casi imposible encontrarlas en alimentos o piensos. Algunos grupos
de investigacion obtuvieron valores de LDso (Median Lethal Dose) en pollos broiler de
140 mg/kg p.c (Huff et al., 1981), mientras que en ratones se sitdan entre 49 mg/kg p.c
y 79 mg/kg p.c por inyeccidn peritoneal (Forsell et al., 1987) y entre 46 mg/kg p.cy 78
mg/kg p.c por administracién oral (Yoshizawa et al., 1983).

Aungue menos frecuentes, también se pueden presentar cuadros de toxicidad
cronica derivados de una exposicidn prolongada y altas concentraciones de
deoxinivalenol (AECOSAN, 2015). En este sentido, algunos organismos cientificos
como el Comité Mixto FAO/OMS (JECFA) han publicado informes relativos a
evaluaciones del riesgo por DON. En ellos se han definido pardmetros toxicologicos
como el de IDTMP (Ingesta Diaria Tolerable Media Provisional) de 1pg/kg de peso
corporal basado en el valor NOEL (No Observed Effect Level) de 100 pg/kg peso
corporal y dia que producia alteraciones en el ritmo de ganancia de peso en ratones de
dos afios, asi como una ARfD (Acute Reference Dose) de 8 pg/kg de peso corporal
basandose en el valor BMDL1o (Benchmark Dose) de 0,21 mg/kg peso corporal y dia
que producia vomitos en cerdos (JECFA, 2011).

Asimismo, el DON, no parece ser cancerigeno en animales de experimentacion,
y ha sido clasificado por la IARC (International Agency for Research on Cancer) dentro
del Grupo 3 (No clasificable como carcinogenica) al no existir evidencia cientifica de

que cause cancer, descartandose ademas su genotoxicidad (IARC, 1993).
1.2.3. INCIDENCIA EN MAIZ

La evaluaciéon de la incidencia actual de deoxinivalenol como contaminante de

alimentos y piensos requiere acudir a la bibliografia cientifica disponible.

En cuanto a la incidencia actual de deoxinivalenol en maiz, la empresa de
nutricion animal Biomin elabora anualmente una encuesta a partir del analisis de 15.000
muestras de cereales procedentes de mas de 80 paises del mundo. De este modo, segun
el altimo informe disponible del afio 2018, en el 66 % de las 571 muestras de maiz en
grano molido analizadas en Europa se detectdé DON, con un contenido promedio de 0,82

mg de DON/kg de muestras positivas (Biomin, 2018).
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Figura 3. Analisis de DON en muestras de maiz europeas. Datos obtenidos de
BIOMIN World Mycotoxin Survey Report 2013 (n=1.854), 2014 (n=223), 2015
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Con la informacion correspondiente a los anlisis de los seis ultimos afios, se
puede observar que tanto la incidencia como el valor medio de contaminacion
presentaron cifras interanuales similares, a excepcion del resultado obtenido en 2014,

relacionandose éste con un aumento de la pluviometria en la época de verano.

Si bien el contenido promedio de deoxinivalenol hallado en las muestras
positivas fue inferior (excepto en los resultados correspondientes al afio 2014), al
contenido maximo de 1,75 mg/kg establecido en la legislacién para maiz destinado a la
alimentacion humana, en los informes se refleja la existencia de muestras cuyo
contenido de deoxinivalenol alcanza valores maximos de hasta 9,82 mg/kg (Biomin,
2016).

Sin embargo, también hay trabajos que evidencian niveles de contaminacion por
DON en maiz, cuyo contenido promedio supera este valor maximo. En esta linea,
Plattner y Maragos (2003) en un analisis realizado por triplicado en 15 muestras de
maiz en EE.UU, obtuvieron un valor promedio de 2,77 mg/kg de deoxinivalenol. Si
bien, la limitada cantidad de muestras analizadas hace que no pueda compararse con los

andlisis detallados anteriormente.
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Ruiz et al., (2015) llevaron a cabo un ensayo en diversas localizaciones
espafiolas y variedades de maiz cultivadas mediante agricultura tradicional y ecoldgica
para observar posibles diferencias en el contenido de micotoxinas durante dos afios
consecutivos. En este trabajo no se encontraron diferencias destacables entre las
muestras cultivadas de forma tradicional (media de 0,60 mg/kg en la primera
localizacion y 0,38 mg/kg de deoxinivalenol en la segunda localizacion) y las cultivadas
ecoldgicamente (media de 0,45 mg/kg en la tercera localizacion y 0,38 mg/kg de
deoxinivalenol en la cuarta). Sin embargo, se detecto la presencia de esta micotoxina en
casi la totalidad de las muestras analizadas (97 %), a unos niveles inferiores a los

contenidos maximos establecidos en la normativa europea.

El deoxinivalenol ha sido ademas descrito como potencial indicador de la
presencia de otras micotoxinas en alimentos y piensos (Sobrova et al., 2010), pudiendo
darse interacciones entre el deoxinivalenol y otras micotoxinas. En este sentido, se han
realizado estudios en cerdos y aves, concluyéndose que existe una interaccion aditiva
entre la zearalenona y el deoxinivalenol al hacer mas acusada la ralentizacion del ritmo
de crecimiento, asi como la pérdida de apetito y de peso en animales expuestos a estas
micotoxinas presentes en el pienso (Caballero, 2016). En otro estudio realizado en
pollos broiler, se demostro la interaccion entre las aflatoxinas y el deoxinivalenol
presentes en el pienso de engorde. No se observé un efecto tdxico sinérgico entre ambas
micotoxinas, pero si se observo que los efectos adversos de estas micotoxinas eran mas
severos de forma combinada que de forma individual (Huff et al., 1986). Kubena et al.,
(1989). Estos investigadores observaron mayores pérdidas en la ganancia de peso en
pollitos de 1 dia de vida tras la administracién de pienso contaminado (16 mg/kg de
DON y 4 mg/kg de toxina T-2) durante tres semanas, no siendo destacables los efectos
cuando se les dio el pienso con las micotoxinas por separado en la misma

concentracion.

1.2.4 PREVENCION Y CONTROL

En relacion al origen de la contaminacion alimentaria por deoxinivalenol y
teniendo en cuenta su elevada termorresistencia, una vez se contamina el alimento, es
muy dificil eliminarlo de éste. Para ello se precisa evitar su aparicion mediante el uso de
buenas précticas agricolas (BPA) y de fabricacién (BPF), siendo éstas las mejores

estrategias para evitar los problemas derivados de su presencia en alimentos y piensos.

11



Asimismo, a lo largo de toda la cadena alimentaria se pueden aplicar
herramientas para la prevencion de la contaminacion de los productos alimenticios. Asi,
se pueden destacar las Recomendaciones del Codex Alimentarius para la prevencion y la
reduccion de la contaminacién de cereales por micotoxinas, la Recomendacion de la
Comisién (2006/583/CE) sobre la prevencion y la reduccion de las toxinas de Fusarium
en cereales y productos a base de cereales, asi como el Manual FAO sobre la aplicacién
del sistema APPCC (Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos) en la prevencion
y control de las micotoxinas (ACSA, Agencia Catalana de Seguridad Alimentaria,
2012), ademas de otras guias elaboradas por otros organismos cientificos y grupos de

investigacion.

Entre las medidas de prevencion a aplicar, destacan la rotacion de cultivos,
evitando especies sensibles a Fusarium, asi como evitar el abuso del riego por
aspersion. Otra practica agricola de alto impacto durante el periodo de floracion es la
eliminacion de restos de cultivo anteriores mediante laboreo superior a 10 cm, debido a
que el 90 % de la poblacion de Fusarium se localiza en esos 10 cm, consiguiéndose
reducciones de la contaminacion de los granos por deoxinivalenol en un 80 %
(Champeil, Doré y Furbet, 2004; Arifio et al., 2015).

Blandino et al., (2010) confirmaron la existencia de una relacion positiva entre
la densidad de residuos de maiz en el suelo y las tasas de contaminacién de
deoxinivalenol en grano de trigo de segunda cosecha en el norte de Italia (Imola). Para
ello, tomaron una muestra representativa de dos kilogramos subdividida en muestras
analiticas de 25 gramos en cada escenario. De este modo, se determind que conforme
aumentaba la densidad de residuos en cada escenario (eje de abscisas) se incrementaba

el promedio de DON en la cosecha de maiz (Figura 4).
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Figura 4. Analisis de muestras de maiz en grano cultivadas en parcelas con
presencia de residuos en diferentes densidades.

Asimismo, se ha comprobado que la aplicacion de tratamientos fungicidas y
medidas higiénicas de equipos y utensilios de labranza reducen la contaminacion de los
cultivos con deoxinivalenol (Arifio et al., 2015). La fecha de recoleccion también puede
influir en el contenido de deoxinivalenol en maiz. Cuanto mas se retrasa la misma,
mayor es la exposicion al patdégeno. De este modo, si se dan las condiciones
ambientales para la sintesis de micotoxina en el maiz, ésta se acumulara conforme

avanza la fecha.

En este sentido, en un estudio realizado en maiz francés (n=938) recolectado en
diferentes fechas, se establecio una relacion directa en el aumento del contenido de
deoxinivalenol cuanto mas se prolongaba la fecha de recoleccion en el tiempo
(contenido promedio de 0,49 mg/kg para las muestras recolectadas despues del 16 de
noviembre frente a 0,18 mg/kg en las recolectadas entre el 1 y el 15 de octubre)
(Arvalis, 2006).

Desde el punto de vista de la produccion y transformacién de alimentos y
piensos, cabe destacar que, si bien el deoxinivalenol se produce mayoritariamente en el
campo, también puede producirse durante los periodos de almacenamiento si se dan las
condiciones para ello. Para evitarlo es necesario disminuir la humedad en los granos de
maiz por debajo del 15 % en menos de 48 horas y mantener los granos en un ambiente

con temperaturas inferiores a 25 °C (Velluti, 2002; Arifo et al., 2015).
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Ademas, se han establecido contenidos méaximos de micotoxinas en la
legislacion, asi como recomendaciones sobre la presencia de deoxinivalenol en

productos destinados a alimentacion animal:

Por un lado, en el Reglamento (CE) n° 1881/2006, se fija el contenido maximo
de determinados contaminantes en los productos alimenticios destinados a alimentacion

humana, entre los cuales se incluye el deoxinivalenol (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido maximo de deoxinivalenol en maiz y productos derivados.
Datos a partir del Reglamento (CE) n° 1881/2006.

Contenido maximo

DEOXINIVALENOL
(mg/kg)

Maiz no elaborado, excepto el destinado a molienda 1,75
por via himeda

Cereales destinados al consumo humano directo,
harina de cereales, salvado y germen como producto
final comercializado para el consumo humano directo, 0,75
a excepcion de los productos alimenticios enumerados
en los puntos 2.4.7,2.4.8y 2.4.9.

Pan (incluidos pequefios productos de panaderia),

pasteles, galletas, aperitivos de cereales y cereales 0,50
para desayuno
Alimentos elaborados a base de cereales y alimentos 0,20

infantiles para lactantes y nifios de corta edad

Fracciones de la molienda de maiz con un tamafio de
particula > 500 micras clasificadas con los codigos NC
1103 13 u 1103 20 40, y otros productos de la 0,75
molienda del maiz con un tamafio de particula >500
micras, no destinados al consumo humano directo,
clasificados en el codigo NC 1904 10 10

Por otro lado, en la Recomendacion 2006/576/CE de la Comision de 17 de
agosto de 2006, sobre la presencia de deoxinivalenol, zearalenona, ocratoxina A,
toxinas T-2 y HT-2, y fumonisinas en productos destinados a alimentacion animal, se

recogen valores orientativos de deoxinivalenol en este tipo de productos (Tabla 3).
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Tabla 3. Valores orientativos de deoxinivalenol en productos destinados a
alimentacion animal. (Recomendacion 2006/576/CE).

Valor orientativo en mg/kg
DEOXINIVALENOL (ppm) para piensos con un
contenido de humedad del 12%

Materias primas para piensos:

-Cereales y productos a base de cereales, 8
con excepcion de los subproductos de

maiz.

-Subproductos de maiz 12
Piensos compuestos, con excepcion de: 5
-p!ensos compuestos para cerdos 0.90
-piensos  compuestos para  terneros ’
(menores de cuatro meses), corderos, 5

cabritos y perros

En el afio 2013 fue publicado por el Panel sobre Contaminantes en la Cadena
Alimentaria de la EFSA un dictamen sobre los riesgos para la salud publica
relacionados con un aumento del contenido maximo de deoxinivalenol en algunos
productos alimenticios. El informe concluyd que un aumento del contenido maximo
permitido de esta micotoxina en los alimentos, llevaria asociada una mayor exposicion
al peligro, multiplicandose por dos el porcentaje de consumidores que excederia la
IDTMP de 1ug/kg p.c. definida por la JECFA. (EFSA CONTAM Panel, 2013).

A todo lo anterior se le suman los sistemas de gestion de alertas y crisis
alimentarias por parte del sistema de alerta rapida RASFF (Rapid Alert Sistem for Food
and Feed), que recoge y transmite todas las notificaciones derivadas de la presencia en
altas cantidades, en este caso de deoxinivalenol, en alimentos y piensos. Dentro de este
sistema encontramos un flujo constante de informacién entre sus miembros: Estados
miembros a través de sus puntos de contacto nacional, EFSA, Comisién Europea y los
paises del Espacio Economico Europeo. En este sentido, en los ultimos afios el RASFF
ha gestionado maltiples notificaciones en relacion a elevadas cantidades de
deoxinivalenol en piensos y alimentos, destacando los productos derivados del maiz

(harinas, tortas etc.) como los mas implicados.

No obstante, para cereales como el maiz se gestionaron 2 notificaciones (2015 y
2017) en los altimos cinco afios. En el caso de la primera, se debi6 a la deteccion de
3,066 mg/kg de deoxinivalenol en granos de maiz procedentes de Austria. La segunda
fue debida a maiz procedente de EEUU contaminado con 2,688 mg/kg (RASFF, 2019).

15



1.2.5. TECNICAS DE ANALISIS

Por lo general, la determinacion del contenido de deoxinivalenol en alimentos
susceptibles se lleva a cabo bien por técnicas de cribado, como la técnica ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), o por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC, High Pressure Liquid Chromatography). Las primeras se caracterizan por un
menor coste econdmico, asi como por una mayor rapidez y sencillez a la hora de
obtener resultados, mientras que el HPLC es una técnica méas robusta que ofrece mayor
exactitud pero que necesita de personal entrenado, de mayores tiempos de ensayo, y
cuyo coste econdmico es superior. No obstante, las técnicas ELISA pueden presentar
reactividad cruzada con otras micotoxinas, asi como falsos positivos (Ran et al., 2013;
Lamenca, 2015).

Una de las técnicas semicuantitativa de cribado més utilizadas se basa en la
inmunocromatografia de flujo lateral con lector colorimétrico. Las tiras reactivas
incorporan anticuerpos monoclonales, los cuales poseen sensibilidad y selectividad a la
hora de detectar y medir el contenido de deoxinivalenol tras la preparacion de la
muestra. La técnica HPLC requiere de una previa purificacion del analito, la cual se
lleva a cabo mediante columnas de inmunoafinidad. Estas poseen una fase estacionaria
(gel) con anticuerpos monoclonales especificos, cuyo fundamento se basa en una
reaccion antigeno-anticuerpo, eliminandose el resto de analitos que puedan causar

interferencia en el andlisis posterior.

De forma reciente el uso de la cromatografia liquida adaptada a un detector de
masas (LC-MS) se ha convertido en una de las técnicas mas empleadas ya que ofrece
una gran selectividad vy sensibilidad en el andlisis de deoxinivalenol (Serrano et al,
2013). Por otro lado, la cromatografia de gases se configura como un método
apropiado para la determinacion y cuantificacion de deoxinivalenol al presentar
excelente sensibilidad, aunque su coste economico sea elevado y necesite de una etapa
de limpieza (Ran et al, 2013). En cambio, la cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a un detector de diodos (HPLC-DAD) con columna de fase reversa C18 es la

mas utilizada actualmente (Yebra, 2015).

Otra de las técnicas analiticas utilizadas es la TLC (Thin Layer
Chromatography) por ser simple y rapida. Sin embargo, se trata de un método

cualitativo con menor sensibilidad que el HPLC (Ran et al., 2013).
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El cultivo de maiz en Espafa representa el 15,8% sobre el total productivo con
3,6 millones de toneladas y 326.492 ha cultivadas. Aragdn es una de las comunidades
autbnomas con mayor produccion de maiz en Espafia, junto a Castilla y Ledn vy
Extremadura (MAPA, Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2017). Asi, en
el afio 2017 se produjeron en Aragén 1,08 millones de toneladas y se destinaron 85.264

ha al cultivo de este cereal (Gobierno de Aragon, 2017).

Sin embargo un porcentaje elevado de las cosechas de maiz europeas,
incluyendo las espafiolas, estan contaminadas con DON: 71 % de muestras positivas en
Biomin (2017). Tanto por sus efectos sobre la salud humana y animal, como por las
importantes pérdidas econdémicas que provoca sobre la productividad agropecuaria a
nivel nacional e internacional, es necesario poner especial atencion en la vigilancia del
contenido de DON en los alimentos susceptibles de estar contaminados por esta
micotoxina. Es por ello que se plantea como objetivo general del presente Trabajo Fin
de Grado llevar a cabo una evaluacion de las tasas de contaminacion por deoxinivalenol
en muestras de maiz mediante técnicas de cribado (inmunocromatografia de flujo

lateral), y posterior confirmacion por técnicas instrumentales (HPLC-DAD).

Para la consecucion del objetivo general de este trabajo, se plantean una serie de

objetivos parciales, detallados a continuacion:

-Evaluacion, mediante revision bibliografica, de la incidencia actual de

deoxinivalenol en muestras de maiz.

-Investigacion de las tasas de contaminacién por deoxinivalenol en muestras de
grano molido de maiz procedente de varias regiones geograficas mediante técnicas
semicuantitativas de cribado (inmunocromatografia de flujo lateral), y por técnicas
instrumentales (HPLC), asi como comparacidn entre los resultados obtenidos con una y

otra.

-Evaluacion de los resultados obtenidos por ambas técnicas analiticas y
comparacién, mediante revision bibliografica, con otros resultados de analiticos y

estudios sobre el contenido de deoxinivalenol en maiz.
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3. METODOLOGIA

La determinacion del contenido de deoxinivalenol en las muestras se realizd
mediante un test de cribado basado en la inmunocromatografia de flujo lateral. Para
ello, una fraccion de muestra previamente homogeneizada se sometié a un proceso de
extraccion, seguido de una etapa de filtracién y dilucién del extracto. Finalmente, la
determinacion de las tasas de deoxinivalenol se llevo a cabo en un lector de reflectancia

mediante determinacion colorimétrica.

Ademas, aquellas muestras con un contenido superior a 1,5 mg/kg de
deoxinivalenol, fueron confirmadas mediante cromatografia liquida de alta resolucién.
Para ello, se llevd a cabo una extraccion mediante agitacion con disolventes acuosos y
posterior filtracion del extracto que se purifico mediante el uso de columnas de
inmunoafinidad. A continuacion, se procedié a la deteccion y cuantificacion de la
micotoxina por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector de
diodos (HPLC-DAD).

3.1. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Se analizaron un total de 59 muestras de grano de maiz cosechadas en el afio
2018 y procedentes de varias localizaciones de la geografia aragonesa: Zaragoza (n=
47), Sarifiena (n= 3), Grafién (n= 3), Candasnos (n= 3) y Binéfar (n= 3).

Las muestras de maiz procedentes de Zaragoza fueron cosechadas el 26 de
octubre, mientras que en el resto de localizaciones se recolectaron en tres fechas de

cosecha diferentes: 26 de octubre, 5y 19 de noviembre.

En cada localizacidn, y con el objetivo de realizar un muestreo representativo, se
dividieron los campos en microparcelas, recogiéndose un total de 28 mazorcas de maiz

de forma aleatoria en cada microparcela que es lo que conforma una muestra global.

Una vez recogidas las muestras en bolsas de polietileno, éstas fueron sometidas a
un proceso de limpieza y desgranado en las instalaciones del Parque Cientifico
Tecnologico Aula Dei, con posterior secado en estufa Memmert (Schwabach,
Alemania) a 60 °C de temperatura durante 10-15 horas hasta disminuir la humedad del
grano desde un 20 % a un 12 %. Este parametro se midi6 mediante un equipo NIR

(Near Infrared Analyzer, FOSS, Barcelona, Espafia). Tras el proceso de secado, los
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granos de maiz secos fueron molidos en un molino de cereales (IKA Labortechnik M20,
Staufen, Alemania) y posteriormente almacenados en congelacion para evitar la

proliferacion de mohos micotoxigénicos.
3.2. TECNICA SEMICUANTITATIVA DE CRIBADO

La técnica de cribado de inmunocromatografia de flujo lateral se llevé a cabo
mediante el kit Vertu (Waters Corporation, Milford, EE.UU), que incluye todos los
materiales necesarios para llevar a cabo el analisis. Ademas, dispone de un lector para
llevar a cabo la cuantificacion de DON (Waters Corporation, Milford, EE.UU). Las tiras
reactivas del kit Vertu (DON-V strip) incorporan anticuerpos monoclonales, los cuales
poseen sensibilidad y selectividad a la hora de detectar y medir el contenido de
deoxinivalenol. Una vez preparada la muestra, la técnica permite determinar contenidos
de deoxinivalenol en un rango entre 0,2 mg/kg y 10 mg/kg.

El procedimiento de andlisis se inicia con la puesta en marcha del lector
escaneando el codigo de barras procedente del kit de analisis. Tras comprobar la
aparicion del nimero de lote en el lector se procedio a la preparacion y extraccion de las
muestras. Para ello se pesaron cinco gramos de maiz previamente molido y
homogenizado, en un tubo de extraccion mediante el uso de una balanza analitica
(Sartorius, Gaithersburg, Alemania). Una vez pesada la muestra, se afiadieron 20 mL de
agua milli-Q (Millipore, Madrid, Espafia) y se agitdé en un rotatubos uniTexer (LLG
Labware, Meckenheim, Alemania) durante dos minutos a maxima velocidad.
Posteriormente se procedio a su filtracion en un tubo Falcon con papel de filtro

(incluido en el kit).

Seguidamente, se tomd un volumen de 100 pL del extracto filtrado y se
transfirio a un tubo eppendorf en el que se habia adicionado previamente a 1 mL de
agua milli-Q. Seguidamente se transfirié un volumen de 100 pL de la muestra diluida y
homogenizada a otro tubo eppendorf afiadiendo a continuacién 100 pL de solucion
buffer DON-V diluent (Waters Corporation, Milford, EE.UU). Una vez homogenizada
la muestra se adicionaron 100 ul de muestra con buffer a la tira reactiva, que se dejo

incubar durante tres minutos a temperatura ambiente.

Por ultimo, la tira reactiva fue insertada en el lector para su lectura. En el caso de
que el lector presentase lecturas fuera de rango (mas de 10 mg/kg), se procedid a

realizar una dilucion de la muestra para una nueva lectura. En estas situaciones, se
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transfirieron 100 pL de la muestra diluida sin buffer a un tubo eppendorf y se afiadieron
100 pL de agua mili-Q y 200 pL de buffer. Seguidamente se tomaron 100 pL y se
transfirieron a una nueva tira reactiva que posteriormente se dejo incubar durante tres
minutos y se procedid a la lectura en el equipo. Para obtener el contenido de
deoxinivalenol debido a la dilucion realizada a la muestra, el resultado final obtenido se
multiplica por dos.

Previamente al analisis de las muestras de maiz se realiz6 la determinacion del
contenido de deoxinivalenol de una muestra de material de referencia de maiz
contaminado 1,077 + 0,073 mg/kg de DON (Biopure Romer Labs, Getzersdorf, Austria)
siguiendo los pasos anteriormente descritos. Este material se conservo, al igual que las

muestras de maiz, bajo condiciones de congelacion (-20 °C).

Todas aquellas muestras que superaron el limite de cuantificacion de la técnica

(0,20 mg/kg) se consideraron positivas.
3.3. TECNICA HPLC-DAD

El procedimiento para la determinacion de deoxinivalenol en muestras de maiz
consistio en el pesaje de 5 gramos de muestra molida homogeneizada en un tubo
Falcon. Posteriormente, se afiadieron 20 mL de agua mili-Q (Millipore, Madrid,
Espafia) y se mezclaron en un agitador durante 3 minutos. Seguidamente, el contenido
se filtr6 con papel Whatman n°4 (GE Healthcare, Chicago, EE.UU). Una vez obtenido
el filtrado, la columna de inmunoafinidad (Waters Corporation, Milford, EE.UU) se
acondiciond haciendo pasar el buffer DON-V diluent (Waters Corporation, Milford,
EE.UU) a través de la misma. Posteriormente, se pasd 1 mL de agua milli-Q a través de
la misma, seguido de 1 mL del extracto filtrado con un flujo de 1 gota/segundo. A
continuacion, se lavé la columna con 5 mL de agua milli-Q a un flujo de 1 gota/segundo

haciendo pasar aire posteriormente para secar la columna.

Tras comprobar la ausencia de restos de agua, se colocd un vial &mbar en la
parte inferior de la columna y se eluyé el deoxinivalenol con 2 mL de metanol 99,9 %

(Fisher Chemical, Loughborough, Reino Unido) a una velocidad de 1 gota/segundo.

Por ultimo, el eluato se evapord (Stuart SBH130D/3, Staffordshire, Reino
Unido) hasta sequedad por corriente de N2 a 50 °C y se reconstituyé el extracto seco en

500 pl de fase mavil para la inyeccién de 100 pL en el equipo HPLC-DAD.
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La elaboracion de la fase movil se llevo a cabo a partir de metanol, acetonitrilo
(Fisher Chemical, Loughborough, Reino Unido), y agua milli-Q en proporcion 5:5:90
respectivamente. Esta disolucion tiene que estar debidamente filtrada y desgasificada.
Para ello se utiliz6 un sistema de filtracion a vacio compuesto por una bomba de vacio
XX5522050 (Millipore, Madrid, Espafia) de 0 a 100 kPa, un matraz Erlenmeyer de 1 L,
porta-filtros con pinza y matraz Kitasato de 1 L (Afora, Thermo Fisher Scientific,
Madrid, Espafa) y para desgasificar, se uso el ultrasonidos Bransonic Ultrasonic cleaner
(Branson 3510EMT, Darmstadt, Alemania).

Previamente a la inyeccion de las muestras se elaboraron cuatro patrones de
deoxinivalenol a distintas concentraciones: 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL y 5 pg/mL
diluidos en acetonitrilo, con el propdsito de obtener una recta de calibrado para calcular
por interpolacion la concentracion de DON en las muestras problema. Para ello, se
parti6 de un patron certificado de referencia de 100 pg/mL diluido en acetonitrilo
(Biopure Romer Labs, Getzersdorf, Austria), a partir del cual se realizé una disolucion
intermedia de 50 pg/mL tomando 500 pL del patron certificado con 500 pyL de
acetonitrilo como diluyente. Una vez elaboradas las disoluciones patron, éstas se
evaporaron e inyectaron del mismo modo que los eluatos reconstituidos

correspondientes a las muestras problema.

La determinacion de los niveles de DON se llevd a cabo por cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) con un modelo Agilent HP 1100 series (Agilent
Technologies, Santa Clara, EE.UU) equipado con un médulo de bomba o sistema de
bombeo binario para la fase mévil que discurre por una columna cromatografica de fase
reversa ACE 5 octadecil RP C18 de 250 mm de longitud x 4,6 mm de diametro y 5 um
de tamafio de particula (Advanced Chromatography Technologies LTD, Aberdeen,
Reino Unido).

Tanto las muestras como las disoluciones patron se inyectaron en un inyector
manual provisto de un loop de un volumen de inyeccion de 100 pL, y detector de red de
diodos (DAD) fijado a una longitud de onda de 220 nm. Para la determinacion y
cuantificacion de las micotoxinas se contd con una unidad de control del equipo y

tratamiento de datos con el software Chemstation 3D.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El célculo del contenido de deoxinivalenol en las muestras confirmadas por
HPLC-DAD, se llevo a cabo mediante el método del patron externo descrito en el

anterior apartado, dando como resultado la siguiente recta de calibrado (Figura 5).
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Figura 5. Recta de calibrado elaborada a partir de cuatro patrones de DON a las
concentraciones de: 0,5 ug/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL y 5 pg/mL.

La linealidad se verificd al obtener un valor R%de 0,9985 en la recta de calibrado
elaborada. Los resultados de las muestras confirmadas se expresan en mg/kg tras aplicar

un factor de multiplicacion de 2 para esta técnica.

En paralelo, se identificd el deoxinivalenol a un tiempo de retencion entre los 9,5

y 9,6 minutos, tal y como se muestra en la Figura 6.

0 2 4 6 8 10 12 " min ||

Figura 6. Cromatograma procedente del andlisis del contenido de DON en una
muestra de maiz por HPLC.
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Por otro lado, con el proposito de dar validez a los resultados por la técnica de
cribado, se confirmd que el resultado correspondiente al CRM (Certificated Reference
Material), cumplia el porcentaje de recuperacion contemplado por la legislacion al

mismo nivel de contaminacion.

El Reglamento (CE) n°® 401/2006 de la Comision establece criterios de
funcionamiento para los métodos de muestreo y de andlisis para el control oficial del
contenido de micotoxinas en los productos alimenticios. Conforme a este reglamento,
los métodos de analisis de DON en muestras de alimentos deben de cumplir los criterios
de precision (reproducibilidad y repetibilidad) y exactitud (Tabla 4).

Tabla 4. Criterios de funcionamiento para DON (Reglamento (CE) n°® 401/2006 de
la Comision.

Deoxinivalenol
Contenido (ug/kg) eoxinivaleno

RSDr % RSDR % Recuperacion %

>500 <20 <40 De 702120

La determinacion del contenido de deoxinivalenol del material de referencia se
llevo a cabo con cada lote de muestras analizadas. Los resultados obtenidos en las 7
réplicas analizadas mostraron un rango de porcentajes de recuperacion entre un 87,28 %
y un 130,92 %. Tan soOlo un porcentaje de recuperacion se encontré fuera del rango
legislado para contenidos superiores a 500 pg/kg, por lo que la medida se dio por

invalida y se procedid a su repeticion de forma previa al anlisis de las muestras.

Del conjunto de resultados se desprende un resultado medio de 1,10 mg/kg. Al
realizarse la lectura del material de referencia certificado en diferentes fechas de
andlisis. Asimismo, se calculé el coeficiente de variacion en condiciones de
reproducibilidad expresado en porcentaje, el cual arroj6 un valor de 14,54 %,
cumpliendo con lo establecido en los criterios de funcionamiento para el deoxinivalenol

establecidos en la legislacion.

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos tras la determinacién
del contenido de deoxinivalenol en muestras de grano de maiz molido por la técnica

semicuantitativa de cribado.
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Tabla 5. Resultados determinacién [DON] por técnica semicuantitativa de cribado
basada en inmunocromatografia de flujo lateral de muestras de maiz secado y

molido.
Procedencia | Codif. | DON (mg/kg) | Procedencia | Codif. | DON (mg/kg)
Candasnos M1 2,90 Zaragoza M31 = 1T
Candasnos M2 1,74 Zaragoza M32 0,58
Candasnos M3 7,22 Zaragoza M33 0,62
Sarifiena M4 1,05 Zaragoza M34 1,40
Sarifiena M5 1,92 Zaragoza M35 <LC
Sarifiena M6 3,38 Zaragoza M36 <LC
Grafién M7 0,46 Zaragoza M37 <LC
Grafién M8 0,67 Zaragoza M38 <LC
Grafién M9 1,46 Zaragoza M39 0,31
Binéfar M10 0,25 Zaragoza M40 <LC
Binéfar M1l 0,52 Zaragoza M4l 0,56
Binéfar M12 1,31 Zaragoza M42 <LC
Zaragoza M13 <LC Zaragoza M43 <LC
Zaragoza M14 0,25 Zaragoza M44 0,84
Zaragoza M15 <LC Zaragoza M45 0,28
Zaragoza M16 <LC Zaragoza M46 0,6
Zaragoza M17 0,21 Zaragoza M47 4,91
Zaragoza M18 <LC Zaragoza M48 0,83
Zaragoza M19 <LC Zaragoza M49 1,22
Zaragoza M20 0,39 Zaragoza M50 1,83
Zaragoza M21 0,26 Zaragoza M51 0,73
Zaragoza M22 0,66 Zaragoza M52 1,40
Zaragoza M23 <LC Zaragoza M53 4,48
Zaragoza M24 0,35 Zaragoza M54 2,92
Zaragoza M25 <LC Zaragoza M55 2,58
Zaragoza M26 <LC Zaragoza M56 <LC
Zaragoza M27 <LC Zaragoza M57 1,66
Zaragoza M28 <LC Zaragoza M58 2,20
Zaragoza M29 <LC Zaragoza M59 <LC
Zaragoza M30 <LC

Mx: Namero de muestra. < LC: Lectura por debajo del limite de cuantificacién de
la técnica de cribado (0,2 mg/kg).
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El resultado global, con los principales datos estadisticos de esta determinacion
por la técnica semicuantitativa de cribado, se recoge en la siguiente tabla (Tabla 6):

Tabla 6. Resultados globales procedentes de la determinacién de DON por técnica
semicuantitativa de cribado.

n n % Rango de Promedio (mg/kg) + ¢
positivas | positivas | concentracion(mg/kg) en
muestras positivas

59 37 62,71 0,21-7,22 1,48 £1,52

El amplio rango de concentracion hallado en los anélisis, asi como la elevada
desviacion estandar del contenido promedio de DON calculado en las muestras
positivas, se asocian con la presencia de un bajo nimero de muestras con elevada
contaminacion pertenecientes a las fechas de cosecha mas tardias, destacando
Candasnos como la localizacidbn con mayores tasas de contaminacion, frente a un
elevado numero de muestras con niveles que por lo general fueron bajos, y cercanos al

limite de cuantificacion de la técnica .

Todas las muestras procedentes de Candasnos, Sarifiena, Grafién o Binéfar
presentaron lecturas positivas, siendo Zaragoza la localizacion que concentro de forma
exclusiva las lecturas por debajo del limite de cuantificacion. Esto puede asociarse a que
las muestras procedentes de Zaragoza fueron de primera cosecha y con una unica fecha
de cosecha, es decir, no se demoro la recogida de las mismas en el campo. A diferencia
de las muestras procedentes de Candasnos y Sarifiena, en las que dentro de la misma
campafa se cultivd cebada de forma previa (dejandose residuos en el campo
procedentes de estos cultivos) y se recogieron en tres fechas diferentes. No obstante, en
Zaragoza también se detectaron muestras con contenidos destacables de DON,
destacando las muestras: M47, M53, M54, M55 y M58, con contenidos superiores a 2
mg/kg.

El resultado medio obtenido por esta técnica de cribado, asi como el porcentaje
de muestras positivas, son similares a los obtenidos en otros andlisis como el de Lépez
(2017) en el que se analizaron 88 muestras de maiz aragonés, catalan y navarro por la
misma técnica de cribado, obteniéndose un contenido promedio de 1,21 mg/kg de

deoxinivalenol y un porcentaje de muestras positivas del 55,7 %.

25



En cambio, otros autores han obtenido valores promedio y porcentajes de
muestras positivas todavia mas elevados, destacando los 2,15 mg/kg y el 85 % de
muestras positivas hallados en Croacia en un andlisis de zearalenona y deoxinivalenol

en 40 muestras de maiz por la técnica TLC (Pleadin et al., 2012).

10 de las 59 muestras analizadas (17 % del total) superaron el contenido maximo
de 1,75 mg/kg de deoxinivalenol en maiz no elaborado destinado a alimentacion
humana si bien el contenido promedio de DON de las muestras positivas esta por debajo
de dicho valor, ninguna de las muestras analizadas por esta técnica superd el valor
recomendado para materias primas destinadas a elaboracién de piensos de 12 mg/kg

para los subproductos del maiz.

Todas aquellas muestras que superaron el contenido maximo establecido, o cuya
lectura fue superior a 1,5 mg/kg, fueron confirmadas por la técnica HPLC-DAD, siendo

analizadas un total de 12 muestras (20,34 %).

Tabla 7. Resultados de la confirmacién [DON] por técnica HPLC-DAD

CODIFICACION [DON] HPLC CODIFICACION | [DON]HPLC
(mg/kg) (mg/kg)
M1 1,46 M50 1,26
M2 2,22 M53 4,66
M3 6,04 M54 2,36
M5 2,17 M55 2,37
M6 3,16 M57 1,60
M47 3,46 M58 1,44

Una vez fueron confirmadas por HPLC, el porcentaje de muestras que supero el
contenido maximo se redujo a 8 muestras (13,6%), no superando ninguna de ellas el
valor de 12 mg/kg recomendado por la legislacion para maiz destinado a alimentacion

animal.
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Figura 7. Comparativa del contenido de DON detectado en muestras de maiz
analizadas por inmunocromatografia de flujo lateral (cribado) y confirmadas por
HPLC-DAD.

Como se puede observar, por lo general y salvo excepciones (ej. M1, M47), los
resultados mediante una técnica y otra no presentan grandes variaciones entre si. Viendo
el contenido de deoxinivalenol promedio obtenido por ambas técnicas se puede hablar
de cierta sobreestimacion en la técnica de cribado frente al HPLC-DAD, con un
contenido promedio de 3,145 mg/kg de deoxinivalenol en las muestras de cribado
seleccionadas para posterior confirmacién, frente a los 2,683 mg/kg obtenidos en el

HPLC-DAD.

Una vez confirmadas por HPLC-DAD, el contenido promedio global de las
muestras (M1-M59) disminuye hasta 1,34 mg/kg, asi como el porcentaje de muestras

superiores al contenido maximo (13,6 %).
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Tabla 8. Contenido medio de DON en muestras de maiz

bibliografia cientifica.

recopilados de la

Matriz % DON
analizada n 00sitivos promedio Pais de origen Referencia
, (mg/kg)

Maiz = en| g5 | gg9 0,60 China Wu et al., 2016
grano

Maiz en| o | 100 1,02 China Wu et al., 2016
grano

Maiz —en| 136 | 485 0,24 UE-27 EFSA, 2013
grano

Malz para | 13, | 594 1,11 UE-27 EESA, 2013
pienso
g/rIZ;\Zo N 76 42,1 0,36 Vovjodina, Serbia | Jaji¢ et al., (2007)
Maiz en Golestan, Mogan Karami,
grano 60 76,7 0,12 Irén gan. Mirabolfathy y

Aliakbari, 2010

VEIZ B 58 0,18 Paran, Brasil | Oliveira et al., 2016
grano

Maiz = en| ,5 | 295 0,14 Santa Catarina, | o eica et al. 2016
grano Brasil

VEAZ B e e 0,13 Rio Grande del | 5. ia ot al. 2016
grano Sur, Brasil

Maiz en 71 75 14 Pennsylvania, Mansfield, De Wolf
grano ’ EE.UU. y Kuldau, 2005

En relacion a la recopilacion de estudios de la tabla superior, Unicamente se

encuentran similitudes con el contenido promedio hallado por Mansfield, De Wolf y

Kuldau (2005) en maiz estadounidense de 1,4 mg/kg.

La falta de similitud de los resultados obtenidos en este andlisis con los

referenciados en la tabla superior puede relacionarse con la diferencia de zonas
geogréficas, asi como por la cosecha anual de la que procede el maiz analizado debido a

las diferencias interanuales, ya recogidas en el analisis de Biomin.

4.1. INFLUENCIA DE LA FECHA DE COSECHA EN EL CONTENIDO
DE DON

Como se comenta anteriormente, en Candasnos, Sarifiena, Binéfar y Grafién se
tomaron las muestras en diferentes fechas, analizdndose una muestra de cada

localizacion en cada una de las tres fechas de cosecha para observar si éstas tienen
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influencia en el contenido de deoxinivalenol en el maiz, obteniéndose los siguientes

resultados (Figura 8).
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Figura 8. Evolucion del contenido de DON en muestras recogidas en diferentes
fechas de cosecha (F1: 26 de octubre, F2 5 de noviembre y F3: 19 de noviembre) y
procedentes de Candasnos, Sarifiena, Grafién y Binéfar.

Como resultado del anlisis de estas muestras, se presenta una clara tendencia al
alza conforme avanza la fecha de toma de la muestra en la totalidad de las
localizaciones, destacando las muestras procedentes de Candasnos, cuyo resultado en la
F3 fue confirmado por HPLC obteniéndose una lectura de 6,04 mg/kg frente a 7,22
mg/kg de la lectura obtenida en la técnica semicuantitativa de cribado. Esta tendencia al

alza confirma lo que ya han demostrado en otros analisis de maiz como Arvalis (2006).

Ademas, es en el periodo de tiempo comprendido entre F2 y F3 cuando el
contenido de deoxinivalenol aumenta de forma mas manifiesta, volviendo a destacar
Candasnos con un contenido de 2,22 mg/kg de deoxinivalenol en la muestra recogida en

la F2 y un contenido de 6,04 mg/kg en la muestra recogida en la F3.

Las diferencias en el contenido de deoxinivalenol entre localizaciones quedan
patentes entre dos grupos, por un lado las muestras de Grafién y Binéfar, y por otro las
de Candasnos y Sarifiena. Estas Ultimas procedian de campos en los que habia sido
cultivado previamente cebada, otro de los cereales hospedadores de las especies
micotoxigénicas del G° Fusarium, siendo por tanto el maiz de segunda cosecha. La
presencia de residuos del cultivo anterior en el suelo puede asociarse con un mayor

contenido de deoxinivalenol al quedar indculo de Fusarium en ellos.
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Sin embargo, la limitada cantidad de muestras analizadas (n=12) en total, y
(n=3) para cada localizacion, no permite realizar conclusiones objetivas y certeras en
cuanto a la influencia de la fecha de recoleccion, unida a la presencia de residuos de
cebada en los cultivos de Candasnos y Sarifiena. Es por ello que Unicamente cabe
sospechar que el tiempo de recoleccion posee influencia sobre el contenido de
deoxinivalenol en los granos de maiz y que el cultivo de maiz en segunda cosecha

también esta relacionado con un mayor contenido de deoxinivalenol.

5. CONCLUSIONES

1. El test de cribado basado en inmunocromatografia de flujo lateral en formato de tiras,
ha permitido obtener resultados analiticos de DON en las muestras de maiz de manera
rapida, fiable y econdmica, confirmandose unicamente por HPLC-DAD un 20,34 % de

muestras (n=12) .

2. E1 62,71% de las muestras de maiz analizadas fueron positivas a deoxinivalenol, con
un contenido promedio de 1,48 mg/kg, similar al obtenido por otros estudios en maiz
espafol. Ademas, el 13,60 % (n=8) de las muestras de maiz presentaron una tasa de
contaminacioén superior al contenido maximo establecido en la legislacion para
alimentacion humana (1,75 mg/kg), mientras que ninguna superé los valores

recomendados para alimentacion animal (12 mg/kg).

3. Las tasas de contaminacion mas altas correspondieron con las muestras recolectadas
en la fecha mas avanzada de recoleccion y en las procedentes de las localidades de
Candasnos y Sarifiena, zonas en las que culturalmente se realizan segundas cosechas
después de cereales como el trigo y/o la cebada, y corresponden a un clima calido-arido,

pudiendo haber sufrido estrés hidrico en épocas criticas como la floracion.

4. Si bien la bibliografia cientifica consultada acerca de las tasas de contaminacion de
deoxinivalenol en maiz a nivel espafiol y europeo muestra que, por lo general, no se
superan los contenidos maximos establecidos en la legislacion, los resultados obtenidos
en este trabajo, a pesar del limitado nimero de muestras analizadas, y las notificaciones
surgidas en el marco de los sistemas de gestion de alertas alimentarias evidencian la

necesidad de control en productos y piensos susceptibles de contener esta micotoxina.
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6. CONCLUSIONS

1. Screening test based on lateral flow inmunocromatography on strip format has
allowed to obtain analytical results for DON in maize samples quickly, reliably and
economically, being confirmed only by HPLC-DAD a 20.34 % of samples (n=12).

2. 62.71 % of the aragonese maize samples analyzed were positive for deoxynivalenol,
with an average content of 1.48 mg/kg, similar to the one obtained in another analysis of
Spanish maize. In addition, 13.60 % (n=8) of the samples presented a contamination
rate above the maximum content established in legislation for human consumption (1.75
mg/kg), whilst no sample overcame the recommended values for animal feeding (12
mg/Kkg).

3. Highest contamination rates were found in samples collected at the furthest harvest
date coming from Candasnos and Sarifiena, being locations where culturally second
harvest takes place after cereals like wheat or barley, and correspond to a warm-arid

climate, may having suffered water stress in critical periods such as flowering.

4. Even though reviewed scientific bibliography about deoxynivalenol contamination
rates in maize and derivatives in Spain and Europe indicates that maximum content
from legislation is not generally overcome, notifications released by food alert
management systems in relation to deoxynivalenol in maize and maize products, make

necessary continuous control of food and feed susceptible for this mycotoxin.

7. VALORACION PERSONAL

La realizacion del Trabajo Fin de Grado es toda una experiencia enriquecedora
para concluir nuestra formacién como alumnos del Grado en Ciencia y Tecnologia de
los Alimentos, dado que combina conocimientos tedricos como la bulsqueda
bibliografica y seleccion de la informacion, con conocimientos practicos de manejo en

laboratorio.

La realizacién de analisis en laboratorio complementa nuestra formacion previa
en esta materia, y a la vez recupera los conocimientos previos sobre técnicas analiticas,

material analitico y buenas practicas de laboratorio.
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Por otro lado, la gestion de la informacion, con su correspondiente bldsqueda a
través de diversas fuentes y la recogida de datos es uno de los puntos que mas se
trabajan en la realizacion del Trabajo Fin de Grado. Asimismo, el manejo de las TICs

complementa esta competencia, haciéndola todavia mas enriquecedora.

El Trabajo Fin de Grado supone todo un reto previo a la finalizacién del Grado y
obtencion del titulo, y si bien parece un reto dificil de alcanzar, el esfuerzo y el trabajo

constante nos llevan a alcanzar la meta deseada.

Ademas, a nivel personal, el campo trabajado en este Trabajo Fin de Grado me
resulta interesante debido a la continuidad de este campo en mi formacién futura como

Ingeniero Agroalimentario y del Medio Rural.
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