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RESUMEN

El Deoxinivalenol (DON) es una micotoxina producida por Fusarium
graminearum que contamina a gramineas como el trigo. Los principales
sintomas de la contaminacion con DON son: vomito, rechazo al alimento y
anorexia. En el Ecuador no existe una normativa que controle el Limite
Maximo Residual (LMR) de DON en harina de trigo. El objetivo de este
analisis fue realizar una vigilancia de control en el Sector de Sangolqui —
Pichincha, para comparar las concentraciones obtenidas experimentalmente
con los valores establecidos en normativas internacionales y, proporcionar a
la autoridad fitozoosanitaria del Ecuador un protocolo estandarizado para su
uso en futuras vigilancias, asi como valores de contaminacién de harina de
trigo para el establecimiento de una base, con la que se establecera una
normativa sobre la micotoxina. Se utilizaron Columnas de Inmunoafinidad
para la extraccion y se cuantifico6 con Cromatografia Liquida de de Alta
Eficiencia. Al finalizar el estudio se determiné que todas las muestras de
harina analizadas presentaron contaminacion con DON, en un amplio rango
entre 10,48 y 842,16 pg.Kg™ de muestra. La muestra DON 019 super6 el
valor establecido en la legislacién de la Unién Europea (750 pg.Kg™t de
muestra). Con un ANOVA se comprobé que la contaminacion esta
relacionada con la marca y el molino del que provenian las harinas. Por lo
tanto, se concluyé que la harina de trigo que consume la poblacion de
Sangolqui es de buena calidad y no ocasiona dafio a su salud. Se sugiere

realizar un estudio a nivel nacional para desarrollar la normativa para DON.
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ABSTRACT

Deoxynivalenol (DON) is a mycotoxin produced by Fusarium graminearum, and
it attacks principally to grass crops such us the wheat. In the latest years, the
interest for DON has increased because of the effects that it causes in the
animal and human health. The principal symptoms detected after a
contamination are vomit and anorexia. Nowadays, Ecuador does not have rules
to control de presence of DON in wheat. With this investigation, it had been
done a surveillance of the quantity of DON present in wheat flour, in Sangolqui
— Pichincha. It had the objective of making a comparison between the values
obtained and the values that are in the legislation of the European Union, to
have an idea of the values of DON that present some wheat flour in Ecuador
and in the future they can make the rules for control. Also, another objective
was to standardize the method, in order to give it to the national authority, and
then they could use it for future controls. The standardization consisted in an
extraction with Immunoafinity Columns and the quantification with High
Performance Liquid Chromatography. With this study it could be possible to
determine that all the samples were contaminated by DON in a wide range of
10,48 and 842,16 pg.Kg™* of sample. Only one sample had a higher value than
the one established by the European Union (750 pg.Kg™” of sample). With the
use of an ANOVA, it could be determined that the contamination is related with
the brand and the grind that the samples where from. In conclusion, the wheat
flour that Sangolqui population is consuming is of a good quality and it will not
damage their health. It is suggested that there must be a national study to
corroborate this values and then develop the rules based on the European

Union Legislation.

xii



ABREVIATURAS
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Agricultura (Food and Agricultural Organization)

FSC: Fluidos Supercriticos

TLC: Cromatografia en Capa Fina (Thin Layer Chromatography)
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1.Formulacion del Problema.

Actualmente la seguridad alimentaria y la inocuidad en general, han
permanecido como necesidades humanas basicas debido al efecto de
globalizacion que permite el intercambio de materias primas y terminadas a
gran escala. El aseguramiento de la inocuidad de los alimentos se ha
constituido en los Ultimos afios en una meta importante de accion

internacional y nacional.

Resultan igual de preocupantes los contaminantes microbioldgicos
como los quimicos. La Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) ha
caracterizado tres tipos cruciales de contaminantes en los alimentos: las
micotoxinas, ficotoxinas y toxinas vegetales; que provocan enfermedades
trasmitidas por los alimentos (OMS, 2002). De éstas, las micotoxinas son
las que provocan mayores dafios a nivel econémico y de salud, por lo que
han merecido tanta atencién hasta ahora. En varios paises representan un
tema de vital importancia relacionado con la inocuidad de los alimentos
(FAO, 2004).

Comprender los severos efectos que las micotoxinas causan sobre
la salud de los seres humanos y animales, ha contribuido para que muchos
paises tomen la firme decision de reglamentar la presencia de las
micotoxinas en los alimentos y balanceados, para proteger la salud
humana, animal y sus intereses economicos (FAO, 2004). Desarrollar este
tipo de normativas es una actividad compleja que implica muchos factores y

partes interesadas (Know Mycotoxins, 2008).



El Deoxinivalenol es una micotoxina perteneciente a los tricotecenos
del grupo B producidas por Fusarium spp. (Soriano, 2007). En laboratorio
han sido caracterizados quimicamente alrededor de 150 tricotecenos, pero
los de mayor importancia en la naturaleza son: Toxina T-2, Diacetoxipernol
(DAS) y Deoxinivalenol (Agrocalidad, 2010). Se ha detectado al DON como
principal contaminante de trigo, cebada, avena, centeno y maiz (Soriano,
2007). En la actualidad, se conoce que es un citotoxico agudo y potente
inmunosupresor, induce a la degeneracion de la médula Osea, vasos

linfaticos e intestino (Cabello, 2007).

Se ha documentado que el Deoxinivalenol en cerdos provoca
reduccién en el consumo de alimentos con dosis menores a 2mg.L?, y a
concentraciones mas altas produce vomitos. Respuestas similares se han
observado en ganado y aves. En humanos se ha asociado con brotes de
enfermedades que ocasionan problemas gastrointestinales como diarreas y
vomitos (Agrocalidad, 2010).

El Ecuador no posee una estricta regulacion de DON en cereales
a pesar de su potencial toxicidad (Figura 1.1), por lo que este trabajo
contribuye a establecer una linea base, para posteriormente formular una
normativa con la finalidad de mejorar la calidad sanitaria en la harina de

trigo que se expende a nivel nacional.



Clave del mapa
Reglamentos vigentes

No hay reglamentos vigentes

No existe informacidén disponible

Figura 1.1: Paises que cuentan o no con reglamento.

Fuente: (FAO, 2004)

1.2. Justificacion.

La contaminaciébn con Deoxinivalenol (DON) en cereales, se
encuentra ampliamente distribuida y tiene gran repercusion econdémica y
sanitaria debido a sus graves efectos inmunotoxicos (Caballero, 2008). El
consumo de alimentos con presencia de DON en cantidades superiores a
las permitidas puede causar serios dafios en la salud humana y animal
(Escobar & Fragas, 2004).

Se conoce que en la Ultima década, varios paises exportadores de
trigo como Canada, Argentina y Estados Unidos, han sido sometidos a
rigurosos estudios, detectandose la presencia de Deoxinivalenol (Escobar &
Fragas, 2004). Hasta el afio 2010 en el Ecuador se importaba alrededor del
97% de trigo que se consume (CIMMYT, 2010), pues la produccion nacional
era pobre y de baja calidad (Diario Hoy, 2007). Toda la harina y grano de
trigo que se importa no pasa por pruebas de micotoxinas, debido a la falta de
implementacion de procesos de control por parte de Agrocalidad, que es la
autoridad nacional fitozoosanitaria en el Ecuador.
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A causa de los multiples efectos que ocasionan las micotoxinas
sobre los organismos, con especial atencibn aquellas que son
cancerigenas, éstas se encuentran reguladas con estrictas normas en la
mayoria de paises (Agro-Bio, 2007). Basandose en los posibles riesgos
que las micotoxinas tienen en la salud humana y animal, diferentes
organizaciones internacionales como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), The Food and Drug Administration (FDA) y la Food and Agriculture
Organisation (FAO) han establecido los limites permitidos de micotoxinas en
alimentos para el hombre y en los ingredientes para la alimentacion animal
(Denli & Pérez, 2006).

Dada la trascendencia del DON y su toxicidad dentro del campo
econdmico y de salud, es necesario estandarizar los métodos de deteccion
y determinar el grado de contaminacion en harinas de cereales tales como
el trigo, para sugerir campafias o programas de control y asi evitar el

consumo de productos contaminados.

1.3.Objetivos.

1.3.1. Objetivo General.

Realizar un estudio sobre la contaminacion por Deoxinivalenol
(DON) en harina de trigo almacenada en el sector de Sangolqui -
Pichincha, mediante la extraccion por Columnas de Inmunoafinidad (IAC) y

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

1.3.2.  Objetivos Especificos.
e Recopilar informacion sobre las concentraciones permitidas de

Deoxinivalenol en harinas de trigo a nivel internacional.



e Estandarizar el método de extraccion con el uso de Columnas de
Inmunoafinidad (IAC) vy deteccion por medio de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

e Compilar informacion sobre las bodegas que expenden harina de
trigo en el sector de Sangolqui.

e Realizar una comparacion de las concentraciones obtenidas
experimentalmente de las muestras con los estandares
establecidos a nivel internacional.

e Sugerir la elaboraciéon de un reglamento que pueda utilizar la

autoridad competente para la regulacion de la micotoxina.

1.4.Marco Tedrico.

1.4.1. Micotoxinas.

1.4.1.1. Definicién.
El término “micotoxina” fue acufiado en 1962 por Forgacs y Carll,
quienes lo definieron como “intoxicacion del huésped debido a la ingesta de

una sustancia toxica de origen fungico” (Casto & Ahumada, 1993).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos producidos por
hongos que se encuentran en forma natural en diversos cultivos agricolas.
Se generan durante la fase estacionaria del crecimiento de los
microorganismos (Figura 1.3) (Caballero, 2008). Estos agentes naturales
son producidos por varios tipos de hongos como: Fusarium, Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Claviceps, Alternaria, Helminthosporium (Tabla

1.1) (Oancea & Stoia, 2008). Se conoce que los tres géneros mas



importantes son: Aspergillus, Fusarium y Penicillium; debido a la toxicidad

de los compuestos que producen (Medina, 2005).

Log biomasa

Sintesis de micotoxinas

- ~ AN J

Fase de retraso Fase exponencial  Fase estacionaria

=T

Tiempo

Figura 1.2: Fases de crecimiento fungico y localizacion de la sintesis de

micotoxinas.

Fuente: (Soriano, 2007)

Tabla 1.1: Propiedades fisicas de algunas micotoxinas producidas por

Aspergillus, Penicillium, Fusarium.

Temperatura de
. : . Peso o
Micotoxina Principal Productor Inactivacion
Molecular
(°C)
Aspergillus flavus,
_ Aspergillus parasiticus,
Aflatoxina B1 ) _ 312 268-269
Aspergillus nomius,
Aspergillus niger
Aspergillus flavus,
_ Aspergillus parasiticus,
Aflatoxina B2 ) _ 314 286-289
Aspergillus nomius,
Aspergillus niger
Aspergillus flavus,
Aflatoxina G1 Aspergillus parasiticus, 328 244-246
Aspergillus nomius




Continuaciéon Tabla 1.1.

Fusarium crookwellense

. _ o Peso Temperatura de
Micotoxina Principal Productor L
Molecular | Inactivaciéon (°C)
Aspergillus flavus,
_ Aspergillus parasiticus,
Aflatoxina G2 ) _ 330 237-240
Aspergillus nomius,
Aspergillus niger
Ocratoxina A Aspergillus ochraceus 403 169
Fumagillin Aspergillus fumigatus 459 190-192
Citreoviridin Penicillium citeroviride 434 107-110
Citrinin Penicillium citrinum 250 172
Acido .
o Penicillium puberculum 170 83-87
Penicillico
Patulina Penicillium patulum 154 111
Fusarium graminearum,
Deoxinivalenol | Fusarium culmorum, 296 131-135
Fusarium crookwellense
Fusarium poae,
Toxina T-2 Fusarium 466 150-151
sporotrichioides
Fusarium moniliforme,
Fumonisina B1 . . 721 Polvo
Fusarium proliferatum
Fusarium graminearum,
Zearalenona Fusarium culmorum, 318 164

1.4.1.2. Historia.

La palabra “micotoxina” proviene de dos palabras griegas mikes que

significa hongo y toxina que significa veneno. Una de las micotoxicosis mas

conocidas es el ergotismo, producida por el hongo Claviceps que al

contaminar el centeno forma una masa alargada y ennegrecida que




constituye el conocido cornezuelo del centeno. En China se lo utilizaba
hace mas de 3000 afios en obstetricia (Soriano, 2007).

En la Biblia también se citan a las micotoxinas, en el afio 600 a.C. se
sugiere que la muerte de los primogénitos pudo haberse dado por el
consumo de cereales contaminados en gran medida por tricotecenos, y que
por razones culturales los consumian solo los hombres y sus hijos varones,
lo que dio lugar a hemorragias y muerte. Mientras que en el afio 400 a.C.
en la antigua Persia, los abortos y muertes al nacer se explicaban debido al
consumo de micotoxinas. En los afios 1600 en Salem murieron muchas
personas por ser acusadas de brujeria, pues su comportamiento no era
normal. Algunas personas experimentaban ceguera temporal, sordera,
ataques de rabia, fiebre, dolor de estbmago, debilidad, quemazén en los
dedos y dolor en las manos. Hoy en dia se intenta explicar estos hechos
debido a que estos individuos consumian LSD (Dietilamida del Acido
Lisérgico), un derivado sintético del acido lisérgico, que es uno de los
alcaloides del cornezuelo del centeno. También se presume que muchos
de ellos consumieron pan de centeno contaminado con micotoxinas
(Soriano, 2007). Se conoce que en el afio 1960 en Inglaterra hubo una
intoxicacion masiva de pavos que llevdé al estudio de las Aflatoxinas
(Carrillo, 2003).

1.4.1.3. Efectos.

La contaminacion por micotoxinas en alimentos, piensos y/o materia
prima utilizada para la elaboracion de balanceados o alimentos destinados
al consumo humano, es un problema de interés publico, tanto econémico
como de salud humana y animal (Oancea & Stoia, 2008). El consumo de
dichos alimentos origina una intoxicacion denominada micotoxicosis
(Instituto de Salud Publica de Chile, 2009), que es la forma de evidenciar la
toxicidad resultante de la absorcion de la micotoxina (Wilches & Rojas,
2000). La contaminacién puede ocurrir antes o durante la cosecha, al igual

gue en el almacenaje del cereal (Moreno, Martinez, & Raybaudi, 2000).
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El Consejo de Ciencia y Tecnologia de los Estados Unidos calcul6
que las micotoxinas causan, en promedio anual, pérdidas econémicas de
$932 millones (Medina, 2005). La presencia de micotoxinas en los
alimentos es un potencial problema de salud publica, afecta a la produccion
agropecuaria, disponibilidad de ciertos productos y comercializacién de
éstos a nivel regional e internacional (Oancea & Stoia, 2008). En 1985 la
OMS realiz6 un estudio en el que se determind que el 25% de los granos
del mundo posiblemente se encontraban contaminados por micotoxinas.
Este dato seguramente ha aumentado desde entonces debido al creciente
efecto de globalizacion, e importaciones y exportaciones de granos y

cereales (KnowMycotoxins, 2008).

1.4.2. Tricotecenos.

Los tricotecenos son toxinas producidas por varios tipos de hongos
como: Fusarium, Trichothecium, Cephalosporium, Trichoderma. Estas
contaminan todo tipo de comida, pero particularmente a cereales. Se han
identificado alrededor de 80 compuestos de los cuales unos pocos son

téxicos para animales y humanos (Oancea & Stoia, 2008).

Los tricotecenos son una familia de sesquiterpenoides, la mayoria
posee un nucleo tetraciclo con doble enlace entre en C9 - C10 y un anillo
epoxi en C12 — C13 (Soriano, 2007). Estan divididos en cuatro grupos de
acuerdo a los grupos sustituyentes funcionales (Figura 1.4)

e A:ToxinaT-2.

e B: Nivalenol y Deoxinivalenol.

e C: Crotocin.

e D: Aquellos compuestos con anillos macrociclicos.

La Toxina T-2 y el Nivalenol fueron las primeras micotoxinas en ser
estudiadas debido a su fuerte toxicidad, pero en la actualidad la mas
relevante del grupo es DON (Pozas & Abad, 2010).



Micotoxina R, R, R; R4
Deoxinivalenol OH H OH OH
Nivalenol OH OH OH OH
15-acetildeoxinivalenol OH H OAc OH
3-acetildeoxinivalenol OAc H OH OH

Figura 1.3: Estructura basica de los tricotecenos.

Fuente: (Soriano, 2007).

1.4.2.1. Deoxinivalenol (DON).

1.4.2.1.1. Definicion.

Como se cité anteriormente el Deoxinivalenol es una micotoxina que
se encuentra en la naturaleza, perteneciente a los tricotecenos del grupo B
producidas por Fusarium spp., especialmente por F. graminearum. Ha
ganado importancia en los ultimos afios debido a su gran concentracion en
productos derivados de las gramineas como: trigo, cebada, avena, centeno
y maiz. (Soriano, 2007).

1.4.2.1.2. Historia.

En la década de los cincuenta, el envenenamiento fungico rojo se
registré en varias areas rurales de Japon y el sur de Corea. Morooka et al.
(1972) determinaron que esta enfermedad era causada por una toxina
producida por un hongo (DeVries, Trucksess, & Jackson, 2002). Este

metabolito secundario fue aislado por primera vez por Morooka en 1973
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denominandolo toxina roja. Yoshizawa en 1973, descubrid su estructura
quimica y renombr6 al compuesto como 4-deoxinivalenol (Soriano, 2007).
En el mismo afio, Vesonder y sus colaboradores aislaron el mismo
compuesto a partir de maiz contaminado con F. graminearum, en estudios
sobre la alimentacion en cerdos. Esta sustancia habia causado rechazo de
alimento y vémitos en los individuos, por lo que Vesonder la denominé

“vomitoxina” (Soriano, 2007).

Entre los afios 1980 y 1982, en el noreste de Estados Unidos y el
este de Canada se detectd trigo altamente contaminado con DON. En la
misma década se present6 un brote importante de micotoxicosis provocado
por DON en el Valle de Cachemira — India, donde se determiné que 7818
personas habian consumido este cereal contaminado, sin reportarse

fallecimientos (Soriano, 2007).

1.4.2.1.3. Caracteristicas del compuesto.

El Deoxinivalenol (Figura 1.5) es un compuesto organico polar que
pertenece al grupo B de los tricotecenos. (Sobrova, Adam, Vasatkova,
Beklova, Zeman, & Kizek, 2010). Tiene una funcién carbonilo en la posicion
C8, tres grupos hidroxilos (OH) a los que se asocian su toxicidad y, un
grupo ceto insaturado en posicién a, . Nombre quimico: 12,13-epoxi-3q,
7B-trihidroxitricotec — 9 — ene — 8 — ona, formula molecular: C15H2006, peso
molecular: 296,3 g.mol™?, punto de fusién: 151 — 153°C y longitud de onda
UV de 254 nm debido a la funcion ceto insaturada en posicion a,
(Soriano, 2007).

Este compuesto es relativamente soluble en agua y altamente
soluble en solventes polares acuosos como: metanol, etanol, cloroformo,
acetonitrilo y etil acetato (Sobrova, Adam, Vasatkova, Beklova, Zeman, &
Kizek, 2010). Es estable a 121°C, por 15 min a 1 atm (autoclavado) y bajo

condiciones medianamente acidas. Se logra una completa inactivacion a
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370°C por 10 min y su inactivacion quimica se produce con una solucion de
hipoclorito de sodio del 3-5% (Soriano, 2007).

CH,
Ol—ll -

OH

Figura 1.4: Estructura basica de DON.
Fuente: (Carrillo, 2003)

1.4.2.1.4. Peligros y efectos adversos.

La contaminacion con Deoxinivalenol en cereales se encuentra
ampliamente distribuida y tiene gran repercusién econOmica y sanitaria
debido a sus graves efectos inmunotoxicos (Caballero, 2008). EI consumo
de alimentos con presencia de DON en cantidades superiores a las
permitidas puede causar serios dafios en la salud humana y animal
(Escobar & Fragas, 2004).

1.4.2.1.4.1. Efectos en la salud humana.

El potencial dafio que ocasiona DON en la salud humana puede
ocurrir después de la ingestion de alimentos contaminados con la
micotoxina (Sobrova, Adam, Vasatkova, Beklova, Zeman, & Kizek, 2010).
El principal motivo de preocupacion es que esta micotoxina se mantiene
activa en la comida después de exponerle a las condiciones normales del

tratamiento culinario.

La ingesta en cantidades mayores a las permitidas puede causar

problemas gastrointestinales, diarreas, vOmitos, inmunodepresion,
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degeneracion de la médula Osea, vasos linfaticos e intestino (Cabello,
2007).

1.4.2.1.4.2. Efectos en la salud animal.

En estudios realizados se ha determinado que animales expuestos a
DON, transmitieron la micotoxina a los productos como: huevos, leche y
carnes (Sobrova, Adam, Vasatkova, Beklova, Zeman, & Kizek, 2010). El
tricoteceno actia sobre el sistema nervioso central y causa un sindrome
emético, es citotdxico e inmunosupresor, causa rechazo de los alimentos

(anorexia) y en consecuencia reduce el crecimiento (Oancea & Stoia, 2008)

1.4.2.15. Regulacién.

Segun la FAO (2004), pocos paises han fijado limites reglamentarios
0 guia para el Deoxinivalenol en los alimentos (Figura 1.1). El DON se ha
convertido en una micotoxina de alta prioridad en los programas de
monitoreo actuales. Como se puede observar en la Figura 1.5, 19 de 37
paises tienen como valor limite maximo 750 ug.Kg®, siendo éste una
referencia para la UE. El Ecuador no posee una regulaciéon con respecto a

esta micotoxina (Agrocalidad, 2010).
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Figura 1.5: Limites a nivel mundial para el deoxinivalenol en harina de trigo y
otros cereales.

Fuente: (FAO, 2004)

El Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) establecid
una ingesta maxima diaria tolerable de DON de 1ug.Kg™ de peso corporal
en animales, sin evidenciarse efectos sobre el sistema inmunologico,
crecimiento y reproduccion (Agrocalidad, 2010). Para determinar la ingesta
diaria maxima tolerable en humanos se tomo en cuenta la regién a la que
pertenecian los participantes y se logré establecer un valor de 1,2ng.Kg™

de peso corporal para la dieta latinoamericana (Soriano, 2007).

Muchos paises han establecido limites maximos permitidos de DON
en alimentos, siendo la Union Europea los mas exigentes con una
concentracion maxima permitida en trigo duro y avena no procesados de
1750 y de 750 pg.Kg' para harinas de cereales, como se citd
anteriormente (Tabla 1.2). En el caso de alimentos a base de cereales para
infantes y niflos pequefios el maximo permitido es de 200 ug.Kg™
(Agrocalidad, 2010).

Debido a los graves efectos que las micotoxinas pueden ocasionar

sobre los seres humanos y animales, muchos paises han fijado
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reglamentos para las micotoxinas en los alimentos y piensos, para
proteger la salud humana y sus intereses econdomicos. Establecer
normativas para las micotoxinas es una actividad compleja que involucra

varios factores y partes interesadas (FAO, 2004).

Tabla 1.2: Niveles maximos admitidos de deoxinivalenol en alimentacién

humana.
Deoxinivalenol
Producto
(ug.Kg™)
Cereales no elaborados que no sean trigo duro, avena 'y
maiz. 1250
Trigo duro y avena no elaborados. 1750
Harina de cereales, en especial la harina de maiz y el
maiz triturado o molido. Se incluye en esta categoria 750
también la sémola.
Pan, pasteles, galletas, aperitivos de cereales y cereales
para desayuno. >00
Pasta (seca). 750
Alimentos elaborados a base de cereales para lactantes
y nifios de corta edad y alimentos infantiles. 200

Fuente: (Soriano, 2007)

1.4.3. Trigo.

El trigo (Triticum vulgare) es una graminea presente en todo el
mundo (Geremia, 2009). La harina de trigo se utiliza principalmente para la
alimentacion humana y animal (Direccion General de Normas, 1982). Por
ser de alto consumo, precisa de una atencion especial cuando se trata de
sus cualidades sanitarias, como la contaminacion por micotoxinas que
representa un riesgo significativo a la salud de los consumidores. Este
tema ha recibido cada vez mas atenciéon por parte de las autoridades de

seguridad alimentaria de todo el mundo (Geremia, 2009).
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1.4.3.1. Importancia EconGmica.

El trigo representa el segundo cultivo de mayor produccién, siendo
superado por el maiz en un 1,05%, pero es el primer cereal desde el punto
de vista comercial. La demanda mundial de trigo totaliza 679 millones de
toneladas al afio y es el grano mas consumido por el hombre en occidente
(FAO, 2010). Anualmente se producen 100 Kg/habitante en el mundo, es
por esto que casi toda su produccion se destina a la alimentacion humana.
En el Ecuador existe una produccion pobre y destinada al autoconsumo,
por tal razén se ha preferido optar por la importacién del grano. Hasta
agosto del 2007, el pais importdé $74,5 millones, de los cuales $46,6
millones provinieron de Canada, $16,5 millones de Argentina y $11,4
millones de los EEUU (Diario Hoy, 2007).

1.4.3.2. Contaminacion con DON.

Entre toda la variedad de cereales, el trigo es el alimento que
presenta los mayores niveles de contaminacién con DON. Esto ocurre
porque Fusarium graminearum es el principal patdégeno del cultivo
provocando fusariosis de la espiga (FHB), y es el principal productor de
Deoxinivalenol (Soriano, 2007). Los factores ambientales que influyen en
su produccién son: humedad relativa (90-100%), contenido de agua en las
semillas (22-23%), temperatura de almacenamiento (20-30°C), ventilacion,
niveles de oxigeno atmosférico (1-2% O,) y cantidad de indculo presente

por rastrojos de cosechas anteriores (Wilches & Rojas, 2000).

1.4.4. Métodos de extraccion y purificacion.

Los analisis de micotoxinas demandan de altos niveles de exactitud,
precision y reproducibilidad; por lo que es aconsejable utilizar
procedimientos de calidad, incluyendo materiales de referencia certificados
y de ser posible pruebas interlaboratoriales.
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Los procesos analiticos, para determinar micotoxinas en alimentos,
generalmente requieren un proceso de extraccién de la matriz (muestra)
con un solvente adecuado y proceso de limpieza para eliminar cualquier
interferencia (Leslie & Visconti, 2008). Es importante recalcar que las
micotoxinas no se encuentran con una distribucion uniforme en la muestra
por lo que se requiere una homogeneizacion exhaustiva al momento de

realizar la extraccion (Soriano, 2007).

1.4.4.1. Extraccion en fase solida.

La extraccion en fase solida (SPE) tiene el mismo principio para
todas las matrices. Consiste en una columna de plastico con un
empaquetamiento de varios tipos de adsorbentes como charcol, alumina y
célite (FAO, 2001). Permite concentrar y retener el analito de interés en una
fase solida con un riesgo minimo de pérdida o contaminacién del mismo
(Figura 1.6), y los contaminantes de la matriz son finalmente eluidos y
desechados (Soriano, 2007).

Un ejemplo muy utilizado en DON es Mycosep® 225 o Mycosep®
227, desarrollado en EEUU por la compafia Romer Labs Incorporation.
Tiene como material de empaquetamiento carbén, celite, resinas de
intercambio i6nico, entre otros (Romer Labs Incorporation, 2009). Para
tricotecenos se pueden utilizar cartuchos C18 previamente acondicionados
(Soriano, 2007). En la actualidad ya no son muy utilizados debido a la

especificidad que brindan otros métodos.
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Figura 1.6: Extraccion en fase soélida de micotoxinas.

Fuente: (Soriano, 2007)

1.4.4.2. Extraccién en columnas de Inmunoafinidad.

El uso de columnas de Inmunoafinidad tiene el principio similar a la
SPE y es muy utilizada en la actualidad. Como se puede observar en la
figura 1.7, consiste en una columna plastica que posee en su interior
anticuerpos monoclonales especificos para DON, fijados en agarosa,

sefarosa o dextrano (Soriano, 2007). La diferencia es que este tipo de

limpieza es mucho

las sustancias de la matriz que pueden interferir en el andlisis. La
separacion se basa en la formacion del complejo antigeno — anticuerpo que
se quedara unido al soporte de la columna y posteriormente se eluye con

un solvente organico para desnaturalizar los anticuerpos y obtener la

mas especifica, pues separa selectivamente a DON de

micotoxina de interés (Kotal & Radova, 2001).
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Figura 1.7: Extraccion en Columnas de Inmunoafinidad.

Fuente: (Soriano, 2007)

1.4.4.3. Extraccién con fluidos supercriticos.

Este tipo de extraccion es poco utilizado debido a su baja
reproducibilidad, interferencia de la matriz, alta inversion y costo de
mantenimiento de los equipos (FAO, 2001). Se basa en la separacion de
sustancias disueltas dentro de la matriz utilizando la capacidad que tienen
determinados fluidos en estado supercritico (FSC) de modificar su
solubilidad. La extraccion se desarrolla sin realizar cambios de fase,
simplemente variando las condiciones de presién y/o temperatura de los
FSC (Els autors, 2005).

1.4.4.4. Extraccion acelerada con disolventes.

Actualmente, esta técnica ya no es muy comun debido al uso de
grandes cantidades de solventes. Consiste en una extraccion solido —
liquido a temperatura y presion fijas. Una columna se llena con la matriz a
ser analizada y se hace pasar la muestra para la retencion del analito y su

posterior elucién (Soriano, 2007).
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1.4.5. Técnicas de deteccion.
Los métodos analiticos a ser utilizados deben permitir la medicion
del contaminante a niveles mas bajos de los permitidos, con precision y
exactitud para establecer programas de monitoreo y proveer seguridad en
el comercio nacional e internacional (Leslie & Visconti, 2008).

Existen varios tipos de cromatografia que se utlizan para la
cuantificacion de DON, pero para decidir el método a utilizar, se debe tomar
en cuenta varios aspectos: disponibilidad de instrumentacion, limite de
deteccidon requerido, composicion de la matriz, propiedades del analito y
disponibilidad de soluciones calibrantes con una determinada
concentracion (FAO, 2001).

1.4.5.1. Cromatografia Liquida en Capa Fina (TLC).

La cromatografia liquida en capa fina (Thin Layer Chromatography,
TLC) es la técnica pionera dentro de la cromatografia. Utilizada para
meétodos de screening cuando no se requieren limites de deteccion bajos
(Leslie & Visconti, 2008). Para micotoxinas se la utiliza desde el afio 1961
(Soriano, 2007). Es sencilla, rapida y de bajo costo (Schaafsma, Nicol,
Savard, Sinha, Reid, & Rottinghaus, 1998). Desafortunadamente la TLC es
efectiva cuando se trabaja con extractos sumamente limpios y no sirve para
cuantificar debido a su baja selectividad (Kotal & Radova, 2001). Se ha
notado que en los ultimos afios el nimero de publicaciones con el uso de
esta técnica ha disminuido debido al uso frecuente de otras mas avanzadas
(Soriano, 2007). Cabe recalcar que segun la Asociacién Oficial de
Quimicos Analistas (AOAC) el método oficial para la cuantificacion de DON
se basa en TLC, tomando en cuenta que el porcentaje de recuperacion es
menor al 70% (AOAC, 2005).
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1.4.5.2. Cromatografia de Gases (GC).

La cromatografia de gases (Gas Chromatography, GC) es una
técnica basada en la separacion de los compuestos de acuerdo a su
volatilidad y afinidad por la fase estacionaria (Soriano, 2007). Para la
deteccion de los Tricotecenos tipo A el método mas utilizado es GC con
detector de captura de electrones y detector de espectrometria de masas
(Leslie & Visconti, 2008). Esta técnica no es muy utilizada para DON, pues
requiere de un tratamiento pre-columna, equipos costosos y solamente se

utiliza para la confirmacién de datos (Kotal & Radové, 2001).

1.4.5.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (High Performance
Liguid Chromatography, HPLC) junto con varios tipos de detectores como:
UV, arreglo de diodos (DAD) y Fluorescencia, es la técnica mas utilizada
para la identificacion de la mayoria de micotoxinas (Leslie & Visconti,
2008). La primera publicacion que se realizo sobre analisis de micotoxinas
con HPLC fue en 1973 y desde entonces ha incrementado su uso (Soriano,
2007). Se trata de un método fisico de separaciéon de dos o mas analitos
basado en la velocidad de desplazamiento de los compuestos de acuerdo a
sus propiedades fisicas. En ella participan dos fases, una mévil (liquida) y
otra estacionaria (sélida) (Tunez & Mufioz, 2000).

1.4.5.3.1. Tipos de cromatografia liquida.

1.45.3.1.1. Cromatografia de reparto.

La cromatografia de reparto ha llegado a ser la mas utilizada. Se
basa en la separacion de los compuestos presentes en la muestra en base
a la diferencia de distribucion de los mismos entre una fase organica y otra
acuosa (Tunez & Mufioz, 2000). En este caso, la separaciéon del analito

depende de la afinidad que tenga hacia la fase soélida o liquida. Si la
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muestra es muy afin a la fase estacionaria, su tiempo de retencion sera

mayor y viceversa (Verde, Escamilla, Reyes, & Malpica, 1999).

Dentro de la cromatografia de reparto existen dos subdivisiones de
acuerdo a la polaridad de la fase estacionaria, la cromatografia de fase

normal y fase reversa (Jurado & Alcazar, 2010).

1.45.3.1.2. Cromatografia de fase normal.

Para este tipo de cromatografia se requiere de una fase estacionaria
polar y una fase movil apolar. Los empaques de las columnas que se
utilizan comunmente son diol, silica y amino (Verde, Escamilla, Reyes, &
Malpica, 1999).

1.45.3.1.2.1. Cromatografia de fase reversa.

En la cromatografia de fase reversa o inversa se requiere de un
empaque no polar y una fase mavil polar (Verde, Escamilla, Reyes, &
Malpica, 1999). La interaccién entre las moléculas del soluto y la fase
estacionaria depende de las fuerzas de dispersion separandose los
compuestos segun su hidrofobicidad, es decir, los compuestos mas polares
tienen un tiempo de retencion menor (Soriano, 2007). Los empaques que
mas se usan son: ODS (C18), octyl y dimetil (Verde, Escamilla, Reyes, &
Malpica, 1999).

1.4.5.3.1.2.2. Cromatografia de afinidad.

Se basa en la interaccion soluto de la mezcla — sitio activo de la fase
estacionaria (Verde, Escamilla, Reyes, & Malpica, 1999). Esta interaccion
se fundamenta en las caracteristicas estructurales del analito para que

interaccione con la fase estacionaria (Tunez & Mufioz, 2000).
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1.4.5.3.1.3. Cromatografia de intercambio iénico.

Est4 relacionada con los métodos actuales y efectivos para la
separacion y determinacion de iones. Se basa en el uso de resinas de
intercambio i6nico como fase estacionaria (Verde, Escamilla, Reyes, &
Malpica, 1999). El fundamento de este tipo de cromatografia son las
interacciones electrostaticas entre los grupos ionizables de los productos a
separar y el material de empaque (Figura 1.8) (Tunez & Mufoz, 2000). La
fase estacionaria se encuentra inicialmente neutralizada (cationes o
aniones). Cuando la muestra se pone en contacto con la resina se realiza
un intercambio iénico formandose sales y asociaciones iGnicas entre la fase

estacionaria y la movil (Verde, Escamilla, Reyes, & Malpica, 1999).

Aniones moviles
mantenidos cerca de
los cationes unidos
covalentemente a la
fase estacionaria.

Figura 1.8: Cromatografia de intercambio iénico.

Fuente: (Verde, Escamilla, Reyes, & Malpica, 1999).

1.45.3.1.4. Cromatografia de exclusion molecular o filtracién en gel.

Técnica de purificacion muy utilizada debido a su sencillez y eficacia,
especialmente en compuestos de alto peso molecular o macromoléculas
(Universidad San Carlos de Guatemala, 2010). La fase estacionaria es un
gel muy hidrofilo que al ponerlo en contacto con la fase movil forma una
matriz de poros semiuniformes que actian a manera de tamiz molecular
(Figura 1.9) (Tunez & Mufoz, 2000). Las moléculas que se van a separar
se aplican sobre este tipo de tamiz, y posteriormente se eluyen con un
disolvente apropiado. La elucion ocurrira en orden descendiente de
acuerdo al tamafio de las moléculas (Verde, Escamilla, Reyes, & Malpica,
1999).
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Fuente: webpages.ull.es/.

1.45.3.2. Sistema de elucién.

Dependiendo de la forma en que se utiliza el solvente, existen dos
sistemas para la elucion del analito.

1.45.3.2.1. Isocrética.
Tipo de elucion en donde ocurre un desplazamiento de la fase movil
a través de la fase estacionaria con una composicion constante durante el

tiempo de corrida (Jurado & Alcézar, 2010).

1.45.3.2.2. Gradiente.

Tipo de elucién que tiene un cambio continuo de composicion en la
fase movil, con la finalidad de aumentar la fuerza eluyente (Jurado &
Alcézar, 2010).

1.45.3.3. Ventajas y desventajas.

Las principales ventajas que presenta el HPLC son: permite separar
sustancias termolabiles, no volatiles, polares y apolares. Técnica rapida y
reproducible, y permite realizar cuantificaciones exactas (Soriano, 2007).
También tiene una difusion minima en la fase movil, no tiene efectos
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negativos por calor y no destruye la muestra, por lo que se puede recuperar
para un uso posterior (Verde, Escamilla, Reyes, & Malpica, 1999). Como
desventajas estan el alto costo, gran gasto de instrumentacion, baja
capacidad y requerimiento de personal altamente calificado (Tunez &
Mufioz, 2000).

1.4.5.4. Cromatografia de masas o espectrofotometria de masas en
tAndem.

Es la tecnologia més avanzada que existe para la separacion y
cuantificacion de contaminantes quimicos. La diferencia con la
cromatografia liquida y de gases es que ésta es mucho mas rapida, las
separaciones que se realizan tardan milisegundos y presentan resultados
igualmente satisfactorios (Skoog, Holler, & Crouch, 2008). Ademas, las
técnicas cromatograficas como GC y HPLC, requieren de dilucion de la
muestra con gran cantidad de fase mévil y la eliminacion posterior de ésta,
lo que conlleva una gran posibilidad de contaminacion al ambiente (Sogorb
& Vilanova, 2004). Por lo tanto, la cromatografia de masas es mucho mas
sensible que las citadas anteriormente, debido a que el ruido quimico que
se produce es mucho menor. La principal desventaja del uso de esta

técnica es el elevado costo del equipo (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).

1.5. Hipotesis.
Las muestras de harina de trigo almacenadas en las bodegas del
sector de Sangolqui presentan niveles de contaminaciéon con DON mayores

a los permitidos a nivel internacional.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes.

El presente estudio fue realizado por Ana Belén Guerrero Hinojosa,
egresada de la carrera de Ing. en Biotecnologia de la Escuela Politécnica
del Ejército. Con la colaboracion del Bioquimico Farmacéutico Juan Carlos
Gualotufia, técnico encargado del proyecto de micotoxinas en Agrocalidad.
También se contd con el apoyo del Doctor lvan Samaniego, director del
laboratorio de micotoxinas del INIAP y el del Quimico Alex Portilla, técnico

del laboratorio de micotoxinas.

2.1.1. Instituciones.

Se conté con el apoyo del laboratorio de plaguicidas de la Agencia
Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro (Agrocalidad) y el
Laboratorio de Servicios Analiticos e Investigacion en Alimentos (LSAIA)
del INIAP.

2.2.Zona de estudio.
La investigacion se realizd en dos fases, la primera que consistio en
el trabajo de campo y la segunda que abarcé la investigaciéon en

laboratorio.

2.2.1. Trabajo de campo.
Se realiz6 el muestreo en 32 bodegas de almacenamiento y
distribucion de harina de trigo (Tabla 2.1), entre ellas despensas, mercados
y supermercados ubicadas en la ciudad de Sangolqui, canton Rumifiahui,

provincia Pichincha (Anexo A).
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Tabla 2.1: Ubicacién de los lugares de muestreo.

Numero de Local Ubicacion
muestra
DON 001 |AKI SUPERDESPENSA S0°19.7803’ W78°27.0529’
DON 002 |TIA S°19.7179' W78°27.0376'
DON 003 | DISTRIBUIDORA LA UNION S0°19.6481' W78°26.9843'
DON 004 |BODEGA PICHINCHA N°1 S0°19.6349' W78°26.9864'
DON 005 |SIN NOMBRE S0°19.6393' W78°26.9755'
DON 006 |BODEGA PICHINCHA N°3 S0°19.6176' W78°26.9992'
DON 007 | COMERCIAL JR. S0°19.5998' W78°26.9426'
DON 008 |COMERCIAL HERRERA S0°19.6062' W78°26.939'
DON 009 |LA BODEGA S0°19.5954' W78°26.9126'
DON 010 |BODEGA JEFFSABETH S0°19.6496' W78°26.838"
DON 011 |BODEGA VICTORIA S0°19.693' W78°26.838'
DON 012 |BODEGA LA ECONOMIA S0°19.7578' W78°26.8272'
DON 013 | VIVERES LA FERIA S0°19.7155' W78°26.809"
DON 014 |VIVERES PRECIO Y PESO JUSTO |S0°19.7115' W78°26.8086'
DON 015 |MEGA TIENDA S0°196702' W78°26.7958'
DON 016 |BODEGA PROVIT S0°19.6797' W78°26.793'
DON 017 |VIVERES DON DIEGO S0°19.6527' W78°26.9173'
DON 018 |MEGA SANTA MARIA S0°19.793' W78°27.0656'
DON 019 |MAGDA S0°19.413' W78°26.9531"
DON 020 |MEGAMAXI S0°18.5515' W78°27.0204'
DON 021 |HIPERMARKET S0°18.5938' W78°26.6489'
DON 022 |DISTRIBUIDORA EL AMERICANO |S0°19.7254' W78°26.8409'
DON 023 |BODEGA LA UNIVERSAL S0°19.5856' W78°26.9516'
DON 024 |BODEGA SANCHEZ S0°19.6604' W78°26.997"
DON 025 |LA ECONOMIA SU BODEGA S0°19.6841' W78°27.0065'
DON 026 |MERCADO S0°19.6119' W78°26.9628'
DON 027 |MERCADO S0°19.6119' W78°26.9628'
DON 028 |MERCADO S0°19.6119' W78°26.9628'
DON 029 |MERCADO S0°19.6119' W78°26.9628'
DON 030 |MERCADO S0°19.6119' W78°26.9628'
DON 031 |MERCADO S0°19.6119' W78°26.9628'
DON 032 |MEGAMAXI S0°18.5515' W78°27.0204'

2.2.2. Trabajo de laboratorio.

Se realizé el proceso de extraccion en los laboratorios del INIAP —
LSAIA ubicados en Cutuglahua, Cantén Quito, provincia de Pichincha y la
cuantificacion se realiz6 en los laboratorios de Plaguicidas de Agrocalidad,

ubicados en Tumbaco, canton Quito, provincia de Pichincha.
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2.3.Periodo de investigacion.

Este estudio se realizé en un periodo de nueve meses, iniciando el
15 de febrero del 2011 y culminando el 30 de septiembre de 2011
distribuidas cada una de las principales actividades de la manera en la que

se observa en la figura 2.1.

Figura 2.1: Cronograma del desarrollo del presente estudio.

Nembre de tarea M-1
1 Revigion bibliografica
2 Elaboracion y revision de perfil
Estandarizacién de métodos
Toma de muestras
Procesamiente de muestraz

[ Interpretacion de resultados

T Redaccion de tesis |

2.4.Procedimientos.

2.4.1. Preparacion de estandares para curva de calibracién.

Para la preparacion de estandares se partié de una solucién madre
de 200 pg.mL™ de DON en acetato de etilo:metanol (95:5) marca Supelco.
Se prepar6 una solucién de 10 pg.mL™ como solucién stock. Se tomaron
100 pL de la solucién madre, se evaporo en corriente de nitrégeno a 50°C y

se resuspendid en acetonitrilo para su almacenamiento.

De la solucién stock de 10 pg.mL™ se tomaron los volimenes que se
citan en la tabla 2.2 para construir una curva que va desde 125 ng.mL™

hasta 1500 ng.mL™ y se aforé a 2mL cada una.
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Tabla 2.2: Volimenes y concentraciones necesarias para elaborar la curva
de calibracion.

Concentracion de | Volumen atomar de la solucion
DON (ng.mL™) stock de 10 ug.mL™? (uL)
1500 300
1000 200
500 100
250 50
125 25

Debido a que las normativas se expresan en pg.Kg™ de muestra, las
concentraciones citadas en la tabla 2.2 se deben relacionar con los Kg de

masa que representa la muestra, de la siguiente manera.

25g de muestra  2mlL
ES
200mL 0,4mL

* 0,05mL = 0,0625g de muestra

Ci = Co * 0,05mL
L= 0,0625g de muestra

Donde:
Ci= Concentracién de DON en pg.Kg™ de muestra

Co=Concentracién de DON en ng.mL™

Obteniéndose de esta manera las concentraciones que se observan

en la tabla 2.3.
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Tabla 2.3: Equivalencia de las concentraciones de DON.

Concentracion Concentracion de DON
de DON (ng.mL™) (Lg.Kg™ de muestra)
1500 2400
1000 1600
500 800
250 400
125 200

La curva de calibracién se realiz6 dentro del rango de 200-2400
Hg.Kg™' de muestra, siendo el valor aceptado por la Unién Europea 750
ng.Kg™ de muestra, que se encuentra en el punto medio de la curva. Para
facilitar la interpretacion de datos se ingres6 en el software del equipo

HPLC (Empower) los valores de la Tabla 2.3.

2.4.2. Estandarizacion de método.

2.4.2.1. Muestreo.

Se compraron varios tipos de harina y se almacenaron en los
envases en los que se expenden al publico. La toma de muestras se realizd
el dia anterior al procesamiento, identificAndolos para su ingreso a la base

de datos, y se almacenaron en un lugar fresco y seco.

2.4.2.2. Extraccion.

Se inici6 con la homogenizacion de la harina de trigo.
Posteriormente, se pesaron 25 g de muestra a los que se les afiadié 200
mL de agua destilada tipo HPLC y se licu6 por 3 min. El licuado fue
decantado y luego filtrado a través de papel filtro y papel de fibra de vidrio.

A continuacioén, se tomaron 2 mL del filtrado y se colocaron en la Columna
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de Inmunoafinidad (IAC) marca Romer Labs, que previamente se puso a
temperatura ambiente y se coloco en Manifold con una llave para evitar el
goteo provocado por gravedad. Se dejo pasar a una velocidad de
1gota/6segundos. Una vez que paso todo el filtrado se lavo la columna con
5 mL de agua destilada tipo HPLC. Seguidamente, se sec6 la columna
dejando pasar aire suavemente con una jeringuilla. Para recuperar el DON
retenido en la IAC, se realizo la elucion dejando pasar 4 mL de metanol
grado HPLC por la columna, realizando contraflujo del eluyente con una
jeringuilla para romper fisicamente el complejo antigeno — anticuerpo, y se
recolectd el analito en tubos de base cénica. Finalmente, se llevo el eluato
a evaporar en bafio de nitrogeno a 40°C. Se almacend para posterior

cuantificacion.

2.4.2.3. Cuantificacion.
Los pellets en tubos conicos fueron resuspendidos con 400 uL de
fase movil, agua:metanol (88:12), a temperatura ambiente y se

homogeneiz6 con vortex y ultrasonido para asegurar la disolucion.

El equipo HPLC se purgd y se dejo estabilizar la linea base dejando
pasar la fase moévil por alrededor de una hora. Las condiciones
cromatograficas que se utilizaron fueron las siguientes:

e Columna: Symmetry waters C18 4,6um.

e Temperatura de horno: 30°C.

e Fase movil: Agua:metanol (88:12).

e Flujo: ImL.min™.

e Volumen de inyeccion: 50 L.

e Tiempo de corrida: 12 min.

e Detector: UV 220 nm.
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Realizada la separacion por HPLC de cada una de las muestras, se
cuantific6 por comparacion con la curva de calibracion ya desarrollada.
Cada dia se corrié un set analitico o conjunto de muestras, y se incluy6 un

estandar y un blanco para control de calidad interno.

2.4.2.4. Analisis de blanco.

El blanco fue una muestra que se sometid al mismo proceso de
extraccion y cuantificacion al que fueron sometidas el resto, con la
diferencia de no poseer matriz a ser analizada, sino tan solo el solvente
extractante. Esta fue utilizada diariamente en cada medicion para verificar

gue no exista contaminacion externa.

2.4.2.5. Meétodo de descontaminacion del material.

Finalizado el proceso de extraccion, se dispuso todo el material en
bandejas para trasladarlos al &rea de lavado, dejando el material en remojo
en una solucion clorinada al 3% por 20 min y se realizdé un lavado con
jabdén y enjuague con agua destilada. Finalmente, se sec6 todo el material

en una estufa a 65°C.

En la Anexo B se visualiza un grafico que resume el método de

extraccidon y cuantificacion de DON en harina de trigo.

2.4.3. Fortificacion de muestras y determinacion de porcentaje de
recuperacion.

La efectividad del método de extraccion se determindé con
fortificaciones de matriz (adicion de estandar interno) y se realizé la
extraccion y cuantificacion con los procesos descritos anteriormente. No se
contd con un blanco, por lo que se realizé la cuantificacién de una matriz y
se determind la concentracion de DON para posteriormente hacer la

diferencia y obtener el valor real de la fortificacion.
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2.4.3.1. Fortificaciéon o adicién de estandar interno.

Se realizaron fortificaciones en dos puntos de la curva, uno de alta
concentracién (1600 pg.Kg™* de muestra) y otro de baja concentracién (400
ng.Kg* de muestra). En 25 g de muestra se adicionaron 50 pL de solucion
madre de 200 pg.mL™ de estandar, para obtener una concentracion de 400
ng.Kg' de muestra. Para obtener una concentraciéon de 1600 pg.Kg™ de
muestra, a 25 g de muestra se agregaron 200 pL de solucién madre del
estandar de 200 pg.mL™. En los siguientes calculos se pueden observar las

relaciones realizadas para la adicion del estdndar interno.

e Volumen de solucibon madre necesaria para obtener una

concentracion de 400 pg.Kg™” de muestra.

pg  1Kg
— 259 = 10ug de DON
Kg “1000g = “°9 = PG %€
ImL
200119 * 10pug = 0,05mL = 50uL de solucion madre de

estandar a ser adicionada en la muestra.

e Volumen de solucibn madre necesaria para obtener una

concentracion de 400 pg.Kg™ de muestra.

1K
160022 . 29
Kg 1000g

*25g = 40ug de DON

1mlL
200ug

*40ug = 0,2mL = 200uL de solucién madre de

estandar a ser adicionados en la muetra.
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2.4.3.2. Porcentaje de recuperacion.

En los Anexos C — F se incluyen los cromatogramas de las
fortificaciones realizadas para obtener el porcentaje de recuperacion de
estandar de las Columnas de Inmunoafinidad. No se pudo contar con una
matriz blanco, por lo que para las pruebas se utilizO6 como blanco una
harina de trigo con una concentracién de DON de 245,334 pg.Kg™ de
muestra y a cada lectura obtenida en las muestras se le realizé la

diferencia del valor de la matriz blanco (Ver Anexo N).

2.5.Disefo y Andlisis de datos.

Para cuantificar Deoxinivalenol en harina de trigo se utiliz6 un
método de extraccion y cuantificacion con un porcentaje de recuperacion
mayor al 90% y error menor al 20%, es por esto que se realizé cada
analisis por duplicado para confirmar que no existan errores del operador.
El proceso que se siguio en la extraccion y cuantificacion siempre fue el
mismo, es decir, un dia se realiz6 la extraccion de la toxina y se mantuvo
en refrigeracion para la cuantificacion al dia siguiente, recibiendo todas el

mismo tratamiento.

Para el estudio se aplicé un disefio estadistico basado en Analisis
Exploratorio de Datos y Analisis Inferencial de Datos; con la finalidad de
determinar la concentracibn promedio del contaminante (DON) y su
influencia con las variables tipo de local donde se adquiri6 la harina, tipo de
almacenamiento, marca y molino del que provenia las muestras; a las que
se les aplic6 una ANOVA para visualizar la dependencia o no de las

variables.

Se tomo6 como referencia un intervalo de confianza basado en el
parametro permitido internacionalmente de 750 pg.Kg' de muestra, como

Limite Maximo Residual (LMR) establecido por la Unién Europea.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1.Estandarizacion de método.
Se probdé un método que disponia la entidad auspiciante, al no
funcionar la misma, se realiz6 una serie de pruebas y modificaciones para

estandarizar el método de extraccion de DON en harina de trigo.

Estandarizada la extraccion de DON, se realizaron pruebas a una
concentracién alta (1600 pg.Kg') y a una baja (400 pg.Kg') de la
micotoxina. Finalmente se determind un porcentaje de recuperacién del
meétodo de 101,8% como se observa en la tabla 3.1. En el capitulo cuatro

se explica el por qué del excedente en el porcentaje de recuperacion.

Tabla 3.1: Porcentaje de recuperacion por muestra y del método en

general.
., Concentracién de .
N _ Concentracion DON — blanco Porcentaje
Identificacion | de DON (ug.Kg™ Ko d de
de muestra) (Hg.Kg™ de recuperacion

muestra)
Matriz fortificada 658,591 413,257 103,31%
400R1
Matriz fortificada 647,95 402,616 100,65%
400R2
Matriz fortificada 1872,138 1626,804 101,68%
1600
Blanco matriz 245,334

Promedio de 101,88%

recuperacion del

método
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3.2.Curvas de calibracion.

La reproducibilidad del equipo se constaté con cuatro curvas de
calibracion realizadas a distintos dias (Anexo G). Se obtuvo en todas un
coeficiente de determinacion mayor 0,98 y ecuaciones de las curvas de

calibracion muy parecidas entre si (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Resultados de las curvas de calibracion realizadas.

Concentracion
de DON

(ug.Kg™ de
muestra)

Curva Area Ecuacion R?

200| 5899,6916
400|14361,3577
1 800| 33075,595
1600 62519,5028
2400|84512,0671

y =57,619x + 1180,8 0,9907

200| 7790,7324
400]16811,2755
2 800 | 35307,0498
1600|1713,26917
2400 |2308,22268

y=36,35x+3263,037 0.989794

200(8020,09079
400|16828,8231
3 800|57923,8655
1600 | 57923,8655
2400| 89084,84

y=36,04x+2060,57 0.997699

200|7016,10535
400|18752,8372
4 800|32870,0543
1600| 61848,879
2400| 90648,699

y=37,165x+2088,186 | () 99759

3.3.Lectura de blancos diarios.

La tabla 3.3 muestra las cuantificaciones de blancos, donde se
determinaron concentraciones minimas de DON (Ver Anexo H). Para evitar
error en las lecturas, se realizé un promedio de todos los blancos, siendo
éste general para el método. Este valor se utiliz para el calculo de la

diferencia con la lectura de cada muestra de harina de trigo (Anexo N).
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Tabla 3.3: Concentracion de DON presente en las muestras blanco.

Lecturas diarias de blancos
Identificacion Concent_[acién de DON
(Lg.Kg™ de muestra)

Blanco 02/07 61,485
Blanco 05/07 67,180
Blanco 07/07 81,312
Blanco 09/07 79,134
Blanco 12/07 79,671
Blanco 28/06 72,280
Blanco 30/06 79,530

Promedio 74,370

3.4. Determinacién de la concentracion de DON presente en muestras
de harina de trigo.
Después de seguir todos los procedimientos citados en la
metodologia, se pudieron determinar las concentraciones de DON de las
muestras de harina de trigo. En los Anexos | — M se pueden observar los

resultados mas representativos del estudio.

3.4.1. Andlisis exploratorio de datos.

Como se puede constatar en el Anexo N, se obtuvieron datos
variados de la concentracién de la micotoxina, los que oscilan dentro de los
rangos determinados por la curva de calibracion. Se tomaron en cuenta las
siguientes variables para realizar el analisis de las muestras.

e Tipo de almacenamiento: A, B, C, D; siendo A de mejor calidad, y

D menor calidad.

e Tipo de local: Supermercado, despensa y mercado.

e Molino: L1, L2; L3, L4, L5,L6,L7,L8, L9, L10, L11, L12, L13.

e Marca: M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10, M11, M12,

M13, M14, M15, M16, M17, M18.
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Mediante el andlisis de la Figura 3.1 se determindé que los datos
obtenidos presentaron un comportamiento unimodal asimétrico a la
derecha, y en las dos primeras categorias se observé una alta frecuencia
de muestras, lo que represento el 75% del total de observaciones, siendo
estas concentraciones de DON menores que 141,36 pg.Kg™' de muestra.
Una de las muestras presentd valores atipicos mayores a 840,28 pg.Kg™
de muestra, la que superé el LMR y represento el 3% de las observaciones
realizadas, esto implico que el 97% de las muestras cumple con la norma

establecida por la UE.

Histograma Conc. DON

0,797

0,59+

0,40+

Frecuencia relativa

0,20+

0,00+
-58,83 79,79 218,40 357,01 495,62 634,24 772,85 911,46

Concent. DON ug/Kg de muestra

Figura 3.1: Histograma de la frecuencia relativa en la que las muestras
presentan determinada concentracion de DON.

Con los diagramas de barras se determind0 que el foco de
contaminacion de la muestra DON 019 (valor atipico) posiblemente ocurrié
en el molino. Los resultados del molino L4 fueron los mas altos, ya sea
tomando en cuenta el valor atipico (Figura 3.4 a), al igual que cuando no lo
considero (Figura 3.4 b), por lo tanto, se descarto la presencia de errores

en el procedimiento estadistico, o eventos extraordinarios. Este molino
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constantemente presentd mayor concentracion de DON a comparacion de
los otros.

Se pudo determinar que si se eliminaba el valor atipico las
concentraciones cambiaban en cada una de las categorias en los casos de
tipo de almacenamiento y local (Figura 3.2 y 3.3). Se demostrd, de manera
global, que existi6 menor concentracion de DON en harinas adquiridas en
el supermercado, las que tenian un mejor tipo de almacenamiento (Tipo A);
a diferencia de las provenientes del mercado que presentaron un

almacenamiento inadecuado (Tipo D).

No se realiz6 un grafico por marcas debido a que no existia el

namero suficiente de observaciones por cada subvariable.
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a)

205,707

181,16

156,61

Conc. DON (ug/Kg de muestra)

132,07

Promedio por tipo de almacenamiento

201,24

107,52

Figura 3.2: Diagrama de Barras en base al promedio obtenido en cada una de las categorias por tipo de almacenamiento a)

141,21
130,50
111,99
[ .
A B C

Tipo de Aimacenamiento

Conc. DON (ug/Kg de muestra)

b)

144,61

125,924

107,23

88,531

Promedio por tipo de almacenamiento, sin valor atipico

141,21

130,50

69,84

111,99
73,24 |
A B C D

Tipo de Amacenamiento

tomando en cuenta los valores atipicos obtenidos b) sin valor atipico.
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201,26

177,41

153,57

Conc. DON (ug/Kg de muestra)

129,72

Promedio por tipo de local

105,88

Figura 3.3: Diagrama de Barras en base al promedio obtenido en cada una de las categorias por tipo de local a) tomando en

Despensa Mercado Supermercado
Tipo de local

Conc. DON (ug/Kg de muestra)

b) Promedio por tipo de local, sin valor atipico
189,507 184,74
163,32
137,14
110,96 110,22
89,54
84,78 -
Despensa Mercado Supermercado
Tipo de local

cuenta los valores atipicos obtenidos b) sin valor atipico.
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a) Promedio por molino del que provino la muestra b) Promedio por molino del que proviene la muestra, sin valor atipico

381,27 364,91 238,377 228,82
E 291,28 ’@ 185,81 184,74
0 @ 171,02
(O] (0]
> =)
E £
(0] [4]
© ©
< 1 < 132,55
5 20128 18474 > 133247
= 171,02 =
=z Z
; 2
S 132,55 S 93,00
S 5 77,94 84.80
O 111,29 93.00 O 80,67 77,49 * 74,37 76,51
77,49 77,94 74,3776,5184’80
48,50
48,50 42,64 '
42,64 37,66 37,66
21,30 28,10
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Figura 3.4: Diagrama de Barras en base al promedio obtenido de acuerdo al molino en el que se obtuvo la muestra a) tomando en
cuenta los valores atipicos obtenidos b) sin valor atipico.
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3.4.2. Andélisis inferencial de datos.

Los datos obtenidos en la tabla 3.4 demostraron que se obtuvieron
medidas de tendencia central con una amplia variabilidad en los datos,
obteniendo un valor minimo de 10,48 y méximo de 842,16 pg.Kg™' de
muestra, mediana de 82,69 pg.Kg' de muestra y media de 141,5 pg.Kg™

de muestra. La Desviacién Estandar (DE) fue alta con un valor de 165,64,

pues como se citdé anteriormente los datos fueron muy dispersos.

Tabla 3.4: Resumen global de medidas de tendencia central y de dispersion.

Variable n |Media| D.E. | E.E. CV | Min.| Max. |Mediana

Concent. DON
(ug.Kg'de | 65 |141,5(165,64|20,54|117,06|10,48|842,16| 82,69
muestra)

También se realiz6 un Analisis de Covarianza (ANOVA) utilizando la

prueba de hipétesis LSD FISHER con un nivel de significancia de 0.05.

Se tomaron en cuenta las siguientes hipotesis:
e ANOVA por tipo de local (Tabla 3.5).

o Hi=Hpespensa= UMercado= Hsupermercado.
o Ho=Al menos alguna es diferente.
e ANOVA por tipo de almacenamiento (Tabla 3.6).
o Hi=pa= ps= Hc= Hb.
o Ho=Al menos alguna es diferente.
e ANOVA por marca (Tabla 3.7).
o  Hi=pMi=pM;=puMs=pMs=pMs=uMs=pUM7=pUMgs=UMg=pM10=
HM11=pUM1>=UM13=PUM14=pM15=UM16=UM17=UM1s,
o Ho=Al menos alguna es diferente.
e ANOVA por molino (Tabla 3.8).
o Hi=plLi=plo=pls=pLs=pLs=ple=pL7=pLe=pLo=pL1o=pL11=HL 12
=pL13.
o Ho=Al menos alguna es diferente.
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Las tabla 3.5 y 3.7 presentan las ANOVAS por las variables tipo de
local y de almacenamiento respectivamente, en las que se obtuvieron
valores p>0.05, lo que demostroé que no presentan una relacion significativa
con respecto a la contaminacion obtenida en las unidades experimentales y

se acepto la hipétesis H; en los dos casos.

En el caso de las variables por marca (Tabla 3.7) y molino (Tabla
3.8) se obtuvieron valores p<0.05, demostrando una relacion lineal
significativa con la contaminacién de la harina de trigo con DON,
rechazandose la H; y aceptandose la H,, es decir, que al menos alguna de
las marcas y los molinos es diferente y tiene una relacion con la
concentracion de DON. Esto corroboré los resultados obtenidos en los
graficos de barras donde se establecié que la contaminacién posiblemente

fue ocasionada en los molinos de procesamiento.

Con la prueba de hipétesis LSD Fisher se pudo corroborar que la
muestra de harina proveniente del molino L4 presentdé la mayor
contaminacion, siendo mucho mas alta que las que presentaron los otros
molinos de procesamiento (Tabla 3.8). Con respecto a las marcas se pudo
identificar tres grupos: A, By C (Tabla 3.7); siendo A los de mejor calidad y
C de mala calidad con altas concentraciones de Deoxinivalenol. Es
importante denotar que M17 es la Unica marca que se encontré en el grupo

C y pertenece al molino L4.
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Tabla 3.5: ANOVA por tipo de local.

Andlisis de la varianza

Variable N R® | R°AJ cVv
T
Concent. DON (ug.Kg™ de 66 | 0,06 0.06 115,40
muestra)
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo lll)
FV SC gl |[CM F p-valor
Tipo de local | 102718,66 |2 |52359,33 [1,93 |0,1543
Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=107,81762
Tipo de local | Medias | N E.E. Grupos
Despensa 110,22 40 |25,82 | A
Mercado 184,74 11 149,23 |A
Supermercado | 196,92 14 | 43,64 | A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Tabla 3.6: ANOVA por tipo de almacenamiento.

Andlisis de la varianza

Variable N R° | R°AJ cVv
T
Concent. DON (ug.Kg™ de 66 | 003 0.00 117,91
muestra)
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)
FV SC Gl |CM F p-valor
Tipo de 57779,18 | 3 | 19259,73 | 1,93 | 0,5605
almacenamiento
Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=123,02756
Tipo de Medias | N E.E. Grupos
almacenamiento
C 111,99 |13 [46,28 |A
D 130,50 [30 (3046 |A
B 141,21 |10 |52,76 |A
A 201,24 12 148,16 | A

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
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Tabla 3.7: ANOVA por marca.

Andlisis de la varianza

Variable N R? R%AJ CV

|
Concent. DON (ug.Kg™ de 66 0.76 0.67 67.55
muestra)

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo lll)
FV SC gl |[CM F p-valor
Marca 1326534,92 | 17 | 78031,47 |8,54 |<0,0001

Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=155,06189

Marca | Medias | N E.E. Grupos
M9 37,66 2 67,59 |A

M4 42,64 5 42,74 | A

M6 48,50 4 47,79 | A

M2 51,68 2 67,59 |A

M7 64,93 4 47,79 | A

M13 70,64 2 67,59 |A

M11 72,63 4 47,79 | A

M16 74,37 2 6759 |A B
M15 76,51 2 67,59 |A B
M10 77,95 6 3902 |A B
M12 84,80 2 6759 |A B
M3 87,22 2 6759 |A B
M18 93,00 2 6759 |A B
M1 171,02 2 67,59 |A B
M14 184,74 |11 128,82 |A B
M5 228,82 |7 36,13 B
M8 240,61 |4 47,79 B
M17 841,22 |2 67,59 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Tabla 3.8: ANOVA por molino.

Andlisis de la varianza

Variable N R? R?AJ CV

-1
Concent. DON (ug.Kg™ de 66 0.38 024 | 10237
muestra)

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Il)
FV SC g |CM F p-valor
Molino 664750,30 |12 |55395,86 |2,64 |0,0078
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Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=203,12651

Marca | Medias | N E.E. Grupos
L6 37,66 2 102,43 | A
L3 42,64 5 64,78 | A
L5 48,50 4 7243 | A
L10 73,58 4 72,43 | A
L9 74,37 2 102,43 | A
L2 77,49 6 59,14 | A
L7 77,95 6 59,14 | A
L11 84,80 2 102,43 | A
L13 93,00 2 102,43 | A
L1 132,55 10 4581 | A
L8 172,02 |2 10243 | A B
L12 184,74 11 (43,68 |A B
L4 364,91 |9 48,29 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

Se determiné el Intervalo de Confianza (IDC) para la media. Como
se puede observar en la Tabla 3.9 el IDC global demuestra con un 95% de
certeza, que las unidades experimentales poseen concentraciones entre
100,46 y 182,55 pg.Kg™' de muestra. Es importante recalcar que para
determinar el Limite Inferior (LI) y el Limite Superior (LS) se tomé en cuenta
al valor atipico (Ver Tabla 3.9 a), y justamente por ser un valor fuera de lo
comun en el estudio se determiné el IDC sin el valor atipico (Ver Tabla 3.9
b), disminuyendo el rango determinado anteriormente a uno entre 91,67
(L) y 146,91 pg.Kg™ de muestra (LS) con un 95% de certeza. A partir de
estos resultados se pudo corroborar que en el Ecuador se puede aplicar

una normativa con los mismos criterios utilizados por la Unién Europea.
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Tabla 3.9: Intervalos de Confianza global del estudio

a) Tomando en cuenta el valor atipico

Variable Pardmetro | Estimaciéon | EE n LI (95%) | LS (95%)
Concent. DON

(ug.Kg™* de Media 141,50 20,54 | 65 | 100,46 182,55
muestra)

b) Sin tomar en cuenta el valor atipico

Variable Parametro | Estimacion | EE n LI (95%) | LS (95%)
Concent. DON

(ug.Kg™* de Media 119,29 13,82 | 65 | 91,67 146,91
muestra)
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1.Estandarizacion de método.

Una de las etapas de la vigilancia de la inocuidad alimentaria es la
obtencién de datos acerca de los niveles de determinadas sustancias que
pueden estar presentes en los alimentos (Euskadi, 1996). Es por esto que
se vio la necesidad de realizar el presente estudio, con la finalidad de
establecer una linea base sobre la contaminacion de DON en harina de

trigo en el Ecuador.

La obtencion de datos y valores es el resultado de un proceso que
comenzé con la seleccién y validacién del método analitico. Este tuvo
varias modificaciones, entre ellos la cantidad de muestra que se utilizé fue
de 25 g y el volumen de solvente extractante fue de 200 mL, pues en el
instructivo de las Columnas de Inmunoafinidad (IAC) se propone el uso de
estas cantidades, con la finalidad de trabajar con una muestra
representativa (Romer Labs Incorporation, 2009).

La homogenizacion entre matriz y solvente debe ser adecuada y de
corta duracion, es por esto que R-Biopharm (2010) sugiere en el instructivo
de las IAC realizar una homogenizacion con licuadora, método que fue
efectivo para la extraccion, pues disminuyo el tiempo de procesamiento de

la muestra en 27 min y presentd buenos resultados.

Del filtrado se tomaron 2mL para que la cantidad de muestra que
entra en contacto con la IAC sea mayor y, se dejo pasar el extracto por la
IAC a una velocidad de 1gota/6segundos para que el DON tenga tiempo de
exponerse a los anticuerpos monoclonales y ser atrapado por los mismos
(VICAM, 2010).
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Se recuper6 el DON de la IAC con 4mL de metanol para asegurar la
elucion completa del DON retenido por la columna (Samaniego, 2011) (R -
Bipharm Rhone LTD., 2010). Finalmente se llevd a sequedad con
atmosfera de nitrégeno y en bafio maria, con el objetivo de formar un
ambiente inerte y evitar que el compuesto se oxide como cita Garcia (1989)

en su manual de métodos para el andlisis de micotoxinas en grano.

La cuantificacion con HPLC se realiz6 utilizando las condiciones
cromatograficas indicadas en la metodologia (Knass, 2011), con la finalidad
de mejorar la resolucion del pico obtenido en los cromatogramas. Para
obtener un mejor tiempo de retenciébn y forma de pico se tuvo que
determinar una composicion adecuada de fase moévil con los diversos
solventes organicos, de modo que la afinidad del compuesto sea la

apropiada (Jurado & Alcazar, 2010).

Realizar una investigacion sobre andlisis de contaminantes en
alimentos supone la determinacion de los mismos en cantidades muy
pequefias y matrices muy complejas; requiriendo la aplicacién de métodos
analiticos muy sensibles. Por lo anteriormente citado, se analizd si el
método analitico seleccionado era robusto por medio de las fortificaciones
de matriz en concentraciones altas y bajas (Samaniego, 2011). Escobar
(2004) en su estudio “Determinacién de Deoxinivalenol en muestras de
trigo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia” demostré la necesidad
de realizar fortificaciones en dos puntos de la curva para determinar el
porcentaje de recuperacion. En este estudio se observo que el porcentaje
de recuperacion es mayor con el uso de IAC, a diferencia de columnas

preparadas en laboratorio que presentan una recuperacion menor al 80%.

Se determind que la metodologia de extraccién fue la adecuada
obteniéndose un porcentaje de recuperacion del método de 101,88%. Se

considerd que es algo comun que este valor haya sobrepasado el 100%,
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debido a que el certificado de funcionamiento de las IAC demostraron un
113,90% de recuperacion (Romer Labs Incorporation, 2009). Segun
Samaniego (2011), se puede considerar que las Columnas de
Inmunoafinidad poseen una pequefia cantidad de DON para mantener
activos a los anticuerpos monoclonales, explicandose de esta manera la

cantidad extra de DON que se recupera en las muestras fortificadas.

Todas las extracciones de matriz se realizaron por duplicado para
comprobar que los dos valores no difieran en mas de un 20% entre si, caso
contrario pudo ser probable que la muestra no estuvo bien homogeneizada
0 no se siguidé correctamente el proceso de extraccién y cuantificacion
(Sol4, 2011), como fue el caso de DON 004, DON 005 y DON 023 en las
que se realiz6 una tercera repeticion para comprobar la concentracién de

contaminante.

4.2.Curvas de Calibracion.

Para la cuantificacion por medio de HPLC se prepard una serie de
soluciones patron, de modo que el rango de concentracion fue lo
suficientemente amplio (200 — 2400 pg. Kg™ de muestra) para que abarque
los valores que contenian las muestras. En un estudio sobre Deoxinivalenol
se realizé una curva entre 100 - 2000 pg. Kg™* de muestra para cuantificar
muestras de harina de trigo (FAO, 1996). También se tomd en cuenta el
LMR establecido por la UE de 750 pg. Kg™* de muestra, el mismo que se
encuentra en un punto medio de la curva de calibracion. A partir del LMR
se consideraron valores mayores y menores en una misma proporcion, por
ello se realiz6 una curva de calibracion dentro de este rango (Agrocalidad,
2010).

Se valido la curva de calibracion con cuatro repeticiones en

diferentes dias, para constatar que los estandares no se diluian o

concentraban con el tiempo (Gualotuiia, 2011). Con las cuatro curvas se
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determiné que los estdndares mantuvieron su concentracion y linealidad,

obteniéndose un R? mayor a 0,98.

4.3.Lectura de blancos diarios.

Todos los dias se realiz6 una lectura de un blanco con la finalidad de
realizar un control de calidad interno, como sugiere Euskadi (1996) en su
manual de seleccién y validacion de métodos analiticos. A partir de estas
lecturas se pudo confirmar que no existi6 contaminacion cruzada o
interferencia exdégena, confirmando estos resultados con el estudio “Método
analitico por cromatografia liquida de alta resolucion para la determinacion
de carbamazepina en plasma humano” donde no se observaron
interferencias exdgenas al realizar cuantificaciones de blancos (Jiménez,
Calero, & Padron, 2007).

4.4.Determinacién de la concentracion de DON presente en las
muestras de harina de trigo.

Con respecto al monitoreo realizado en el Laboratorio de Plaguicidas
de Agrocalidad, de un total de 32 analisis de harina de trigo realizados para
Deoxinivalenol, el 100% fueron positivas en un amplio rango de
concentracién que oscild entre 10,48 y 842,16 pg. Kg'de muestra (tabla
3.4), solo el valor de DON 019 fue superior al maximo de 750 pg. Kg'de
muestra, permitido por la reglamentacion sanitaria de la Unidon Europea
(Instituto de Salud Publica de Chile, 2010).

La incidencia fue igual a la obtenida en un estudio realizado en Brasil
gue demostrd una contaminacién de 17/17 (100%) de muestras de harina
de trigo (Soriano, 2007). Con estos resultados se puede evidenciar una
tendencia a nivel continental, donde paises como Argentina, Chile y
Canada demuestran un patron de incidencia en América mayor al 90%; a

diferencia de Europa, donde Austria, Finlandia, Francia y Holanda no
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superan el 55% (Soriano, 2007). Demostrando que dentro de la cadena de
produccién y comercializacion del trigo, en Ameérica, no existe un

tratamiento adecuado provocando una contaminacion del producto.

En los cromatogramas de cuantificacion de muestras, la forma y
resolucién del pico vari6 a medida que avanzaron los dias. En un inicio se
observaron picos con forma Gaussiana y al finalizar el estudio se
obtuvieron picos con hombros hacia la derecha, esto pudo ser ocasionado
por dos motivos, que la columna se haya ensuciado con algin componente
de la matriz o que el DON en algin momento de la extraccion comenz6 a
descomponerse (Biking, 2006). Por esta razon, los cromatogramas con

hombros se cuantificaron incluyendo las deformaciones del pico.

En el analisis estadistico, se demostr6 que la contaminacién se
produjo en los molinos debido a un almacenamiento inadecuado o una
pobre seleccién y limpieza del grano antes de llevarlo a los silos, dato
corroborado en el estudio “Distribucion de Deoxinivalenol en los molinos de
trigo suave” (Seitz, Yamazaki, Clements, Mohr, & Andrews, 1985), donde
se aprecia que la mayor contaminacién de DON ocurre antes de ingresar a
los silos de las empresas molineras. Como se aprecia en la Figura 3.8, la
muestra de harina proveniente del molino L4 presenta los valores mas altos
de concentracion a pesar de no tomar en cuenta el valor atipico que es el
mas alto de todas las observaciones. De igual manera, se relacioné la
concentracion de DON con el tipo de local en el que se compr6 la muestra,
sin tomar en cuenta el valor atipico, se observaron menores
concentraciones de DON en harinas adquiridas en un supermercado que
en aquellas compradas en el mercado (Figura 3.7). Esta diferencia puede
deberse a que el grano era molido directamente por el duefio del negocio,
sin realizar el control de calidad requerido al procesar los granos de trigo
(Soriano, 2007) a diferencia de las harinas de marca que tienen un mejor

control de calidad.
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En el Andlisis de Varianza se determind que las variables tipo de
local y almacenamiento no afectan a la variable dependiente concentracion
de DON, mientras que ésta si difiere en las variables marca y molino,
demostrando que la contaminacion que presenté la harina de trigo depende
de la manipulacion a la que se le sometié antes del empaquetamiento y no

después del mismo.

Al realizar la prueba de hipétesis de Fisher también se observo que
en las variables marca y molino del que proviene la muestra se forman
varios grupos (Ver Tabla 3.7 y 3.9), en el caso de la marca se obtuvieron
cuatro: A, AB, B y C. Siendo A las muestras con menor concentracion y C
las de mayor concentracion. Es importante recalcar que la gran mayoria se
congregan en los grupos A y AB, siendo C el que representa al valor de la
muestra atipica. En el caso de los molinos, solo se pueden observar tres
grupos A, AB y B, siendo B el molino del que proviene la harina que

representa el valor atipico.

Finalmente, se determin06 que las muestras presentaron
concentraciones en un rango de 100,46 — 182,55 ug. Kg™* de muestra con
un 95% de certeza. Segun la reglamentacién sanitaria normada por la
Union Europea, la harina de trigo que la poblacién de Sangolqui esta
consumiendo es de buena calidad y no afectara a su salud, pues no supero

los 750 pg. Kg™* de muestra.

54



CAPITULO 5: CONCLUSIONES

La recopilacion bibliografica determiné que 37 paises disponen de
reglamentacion para DON, de los cuales 19 trabajan con la
normativa de la Unién Europea, es decir, un maximo de 750 ug. Kg™

muestra.

Se estandarizé el método para la cuantificacién de Deoxinivalenol en
harina de trigo con la ayuda del personal de Agrocalidad e INIAP.
Este protocolo sera utilizado en futuras inspecciones que realizara

Agrocalidad como autoridad nacional fitizoosanitaria.

No fue posible obtener informacion por parte de los molinos y
bodegas expendedoras de la harina de trigo, por considerar la

informacion solicitada como confidencial.

De un total de 32 muestras sometidas al proceso de cuantificacion
de DON, el 100% fue positiva, pero tan solo el 3% superd el LMR

permitido por la legislacion sanitaria de la Unién Europea.

Se constatd que la micotoxina DON no cuenta con un valor
permitido en la legislacion ecuatoriana, los resultados de esta
vigilancia reflejaron la necesidad de incorporar un reglamento que
norme y regule la concentracion de esta micotoxina en harina de
trigo. También se determind que la harina de trigo que consume la
poblacién de Sangolqui es de buena calidad, y no afecta a la salud
de sus consumidores segun la normativa sanitaria de la Union

Europea.
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Se determiné que en el Ecuador se puede realizar una
reglamentacion en base a la legislacion Europea debido a que el
97% de las muestras analizadas no sobrepasaron el LMR

establecido por UE.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Adecuar los laboratorios de Agrocalidad con un area exclusiva para
la cuantificacidon de micotoxinas, para evitar la contaminacion del material

con otros analitos.

Disponer de materiales y reactivos adecuados para el analisis.
Adquirir estandares de micotoxinas en forma cristalina para el uso diario y
utilizar los estandares en solucién solo para realizar un seguimiento de la

concentracion de aquellos preparados por el operador.

Adquirir un evaporador de muestras adecuado, que tenga bafo
maria para que la distribucién de calor sea homogénea y dispensador de

nitrdgeno con agujas largas.

Adquirir Columnas de Inmunoafinidad de marca Biopharm, ya que se

comprobd que retienen el 100%, evitando la incertidumbre en los blancos.

Filtrar los solventes para la fase moévil y desgasificarlos en
ultrasonido por aproximadamente 30 min, no llenar la botella mas de 600
mL, se comprobdé que a mayor volumen se requiere mayor tiempo de

ultrasonido y temperatura.

Adquirir un estandar en solucién que tenga como solvente metanol o
acetonitrilo. Evitar tener los estandares en etil acetato debido a la posible
formacion de dos fases inmiscibles al momento de trabajar con el

extractante, que en el caso especifico de DON es agua.
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Evitar la formacion de burbujas en el equipo HPLC al momento de

realizar las lecturas. Revisar la presion del equipo constantemente.

Realizar una segunda fase de esta investigacion a nivel nacional
para obtener datos mas relevantes con el fin de desarrollar una futura

legislacion.

Realizar un seguimiento al molino L4 que fue el que presenté mayor

concentracion de DON.

Implementar una normativa por parte de la autoridad competente
para la regulacion de DON en harina de trigo y otras micotoxinas en

diversas matrices.

Desarrollar un sistema de capacitacion a productores y vendedores
para evitar la contaminacién con Micotoxinas en los alimentos. Debido al
desconocimiento de la existencia de las mismas, no se realiza un
tratamiento adecuado de los productos al ver que existen hongos en su

superficie.
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ANEXOS

ANEXO A: Mapa de ubicacién de cada una de las muestras recolectadas en Sangolqui.
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Purgar el equipo HPLC
y estabilizar la linea
base.

ANEXO B: Resumen del método para cuantificacion de DON.

Poner todos los
materiales a

temperatura ambiente.

Filtrar por papel filtro y
papel de fibra de
vidrio.

Homogenizar la
muestra.

Decantar el licuado.

Pesar 25 gdela
muestra de harina de
trigo.

Tomar 2mL del filtrado
y pasar por la IAC a una
velocidad de 1 gota/6
segundos

Licuar por 3 min.

Lavar la columna de
inmunofinidad

Anadir 200 mL de agua

tipo HPLC.

Cuantificar con curva
de calibracion

Secar la columna
dejando pasar aire con
una jeringuilla

Realizar corrida en
HPLC con las
condiciones citadas en
la metodologia.

Eluir con 4mL de
metanol grado HPLC
realizando contraflujo.

Secar en bafio de
nitrégeno a 40°C

Recuperar el eluato en
tubos de ensayo de
base conica




ANEXO C: Cromatograma de matriz blanco utilizada para la determinacion
del porcentaje de recuperacion.

Empower 2
Report method DON
Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo
Sample Name Blanco matrz Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 15062011
Vial L} Acg. Method Set. DONset
Injection # 1 Processing Method  Curva DON final
Injection Volume: 50,00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12,0 Minutes Proc Chnl Descr:  W2489 ChA 220nm
Date Acquired 1506/2011 1416 25 ECT
Date Processed.  13/07/2011 10.24.13 ECT
Auto-Scaled Chromatogram
0,100
0,090
0,080
0070
0,000
0,050
2
0,040
0030
i g
0010 F
o
0,000
0010
000 100 200 300 400 500 6,00 700 8,00 9,00 000 100 1200
Wres
Peak Results

Nare  RT Arsa Moght Amourt Unts
1T DON 9908 12183 496 2453M ppb

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista. Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarlos Proect Name DEOXINVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed:
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 10of 1 10:2523 AmencalGuayaquil
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ANEXO D: Cromatograma de matriz foritificada con 400 pg. Kg* de
muestra.

Empower 2
Report method DON
Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo
Sample Name Matr(z fortificada 400 R Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 15062011
Vial 7 Acq. Method Set: DONset
Injection # 1 Processing Method  Curva DON final
Injection Volume: 50,00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12,0 Minutes Proc Chnl Descr:  W2489 ChA 220nm
Date Acquired 15062011 142013 ECT
Date Processed.  13/07/2011 10.27 45 ECT
Auto-Scaled Chromatogram
0020
0080
0070
0,080
0,050
2 0020
0030
n
0020 b
0010 =
8
0,000
0010
000 100 200 300 400 5.00 600 700 8,00 900 000 100 1200
Wnutes
Peak Results

Nare RT Arsa  oght Amourt Unis
1 DON 9915 27208 1086 658590 ppb

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista: Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarlos Proect Name DEOXINVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed:
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 10of 1 10:31:12 Amencal/Guayaquil
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ANEXO E: Cromatograma de matriz foritificada con 400 pg. Kg* de
muestra. Repeticion 2.

Empower?2
Report method DON
Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo
Sample Name Matr(z fortificada 400 R2 13/06  Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 16062011
Vial 8 Acg. Method Set DONset
Injection # 1 Processing Method  Curva DON final
Injection Volume: 50,00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12,0 Minutes Proc Chnl Descr:  W2489 ChA 220nm
Date Acquired 16/06/2011 11.20.46 ECT
Date Processed. 13072011 102823 ECT
Auto-Scaled Chromatogram
0,080
0,080
0%
0,080
0,050
2 o
00%
o 3
0010 §
0,000
0010
000 100 200 300 400 5.00 600 700 8,00 900 1000 1100 1200
Wnutes
Peak Results

Nare RT Arsa  oght Amourt Unis
1 DON 6800 26821 1010 847.9% ppb

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista. Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarlos Proect Name DEOXINVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed:
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 10of 1 10:31:44 Amencal/Guayaquil
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ANEXO F: Cromatograma de matriz foritificada con 1600 pg. Kg™ de
muestra.

Empower?2
Report method DON
Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo

Sample Name Matriz fortificada 1800 13/08 Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 16062011
Vial 9 Acq Method Set.  DONset
Injection # 1 Processing Method:  Curva DON final
Injection Volume: 50,00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12,0 Minutes Proc Chnl Descr.  W2489 ChA 220nm
Date Acquired: 16/06/2011 11:33:32 ECT
Date Processed.  13/07/2011 10:29.30 ECT

Auto-Scaled Chromatogram

000
0080
0070
0,080

0050

00%

-9,764

0020
0010 §
0,000
0010

000 100 200 300 400 500 6,00 700 800 900 1000 100 1200
Wnutes

Peak Results
Nere RT Arsa Moght Amoust  Unes

T DON 9754 71300 26004 1872138 ppo

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista. Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarlos Project Name DEOXINVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed:
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 10of 1 10:32.37 AmencalGuayaquil
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ANEXO G: Curva de Calibracién al 16/06/2011.

Empower?2 . .
Curva de Calibracion DON
Processing Method: Curva DON final Project Name; DEOXINWVALENOL
Processing Method ID. 2005 System SISTEMA LV VIS
Channel W2489 ChA Calbration D 2012
Proc. Chnl, Descr e
Date Calibrated: 30/06/2011 111226 ECT

A 3263037e+003
B 3.635811e+001
C  0,000000e+000

D 0.000000e+000

R'2 0980794
Calibration Plot
100000 0
SO0.0
20000
70000 0
600000
3 500000
400000
0000 0
0000
10000 0
0o
100000
000 20000 40000 60000 ©0000 100000 120000 %40000 160000 180000 200000 220000 240000
Ammeurt
Feakc DON
Name Leve! X Vale Fesporse Calc Vane % Devation gnore
1 DON 200000000 7750732403 124530565 37735 N
2 DON 400,000000 16811275525 372633223 A3Q N
3 DON 800,000000 35307 (46640 631344362 10168 N
4 DON 1600000000 65554 201373 1711 200167 707 N
5 DON 2400000000 87186645024 2308 222084 A8M N
Reported by User JCarlos Project Name:  DEOXINWVALENOL
Report Method: Curva de Calbracion DON Date Printed:
Report Method ID 2680 13/07/2011
Page 10of 1 13:47 45 Amenca/Guayaquil
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ANEXO H: Cuantificacion de blanco.

Empower?2
Report method DON
Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo

Sample Name Blanco 02/07 Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 02062011
Vial: 3 Acq Method Set.  DONset
Injection # 1 Processing Method:  Curva DON final
Injection Volume: 50,00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12,0 Minutes Proc. Chnl Descr-  \W2489 ChA 220nm
Date Acquired:  02/07/2011 1321:32 ECT
Date Processed.  13/07/2011 10:59.21 ECT

Auto-Scaled Chromatogram

0010

0008

0002

DON - 9,575

0,000

0002

000 100 200 300 400 500 6,00 700 800 900 1000 100 1200
rues

Peak Results
Nime  RT  Area Meght Amount Unes

1 DON 557 5488 200 61485 po

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista. Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarlos Progect Name.  DEOXINVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed:
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 10of 1 12:05.01 Amencal/Guayaquil
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ANEXO [: Cromatograma muestra 023.

Empower 2
- Report method DON
Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo
Sample Name DONZ3R-2 Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 12072011
Vial: 5 Acq. Method Set. DONset
Injection # 1 Processing Method  Curva DON final
Injection Volume:  50.00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12,0 Minutes Proc Chnl Descr-  W2489 ChA 220nm
Date Acquired: 12/07/2011 1332 38 ECT
Date Processed.  13/07/2011 11.42.47 ECT
Auto-Scaled Chromatogram
0020
0018
006
0014
og12
0010
2 gom
0,008 N
~
0004 o‘
z
0002 2
0,000
0,002
000 100 200 300 400 5.00 6,00 700 8,00 9,00 000 100 1200
Wrzes
Poak Results

N RT A Moght Amoust Unts
1 DON 9772 15247 496 32601 ppb

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista: Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarios Project Name  DEOXINVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed.
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 10of 1 12:27:15 America/Guayaquil
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ANEXO J: Cromatograma muestra 025.

Empower 2
Report method DON
Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo

Sample Name DON 025R Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 07072011
Vial: 10 Acq. Method Set. DONset
Injection # 1 Processing Method  Curva DON final
Injection Volume:  50.00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12.0 Minutes Proc Chnl Descr:- W2489 ChA 220nm
Date Acquired: 070772011 132712 ECT
Date Processed. 13072011 11.38.07 ECT

Auto-Scaled Chromatogram

0018
00e
00w
0en
000

2 0008

0,008

DON - 9641

0,004
0002
0000
0002

000 100 200 300 400 500 6,00 700 800 900 1000 100 1200
Winutes

Peak Results
Name  RT  Ama  Moght Amouet Unts

1 DON 9641 18079 669 407498 pob

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista: Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarios Project Name  DEOXINVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed.
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 10of 1 12:25:19 America/Guayaquil
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ANEXO K: Cromatograma muestra 030.

Empower 2
Report method DON
Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo

Sample Name DON 030 Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 09072011
Vial: 14 Acg. Method Set. DONset
Injection # 1 Processing Method  Curva DON final
Injection Volume:  50.00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12.0 Minutes Proc Chnl Descr:- W2489 ChA 220nm
Date Acquired: 090772011 1457:02 ECT
Date Processed. 130722011 11.31.34 ECT

Auto-Scaled Chromatogram
0018

0018
0,014
oo
000

2 o000
0,008

DON - 9,629

0,002
0,000

-0,002

000 100 200 300 400 500 6,00 700 800 900 1000 100 1200
Winutes

Peak Results
Name  RT  Ama  Moght Amouet Unts

1 DON 9629 22233 750 S521.7& ppb

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista: Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarlos Project Name  DEOXINIVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed.
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 10of 1 12:2401 America/Guayaquil
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ANEXO L: Cromatograma muestra 029.

Report method DON

Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo
Sample Name DON 028 Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 09072011
Vial: 12 Acq. Method Set. DONset
Injection # 1 Processing Method  Curva DON final
Injection Volume:  50.00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12,0 Minutes Proc Chnl Descr-  W2489 ChA 220nm
Date Acquired: 09/07/2011 14.31:28 ECT
Date Processed.  13/07/2011 112945 ECT

Auto-Scaled Chromatogram
0,025
0,020
0015
2
00%0
0.005 o
8
0,000
000 1,00 2,00 3,00 400 500 600 7.00 8,00 8,00 1000 1100 1200
Mnues
Poak Results

N RT A Moght Amoust Unts
1 DON 9622 20847 737 483628 pob

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista: Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarfos Project Name  DEOXINVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed:
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 1of 1 12:22 44 AmencalGuayaquil
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ANEXO M: Cromatograma muestra 019.

Empower 2
Report method DON
Cuantificacion de Deoxinivalenol en Harina de Trigo

Sample Name DONO16 Acquired By JCarlos
Sample Type Unknown Sample Set Name 09072011
Vial: 6 Acq. Method Set. DONset
Injection # 1 Processing Method  Curva DON final
Injection Volume:  50.00 ul Channel Name: W2489 ChA
Run Time: 12.0 Minutes Proc Chnl Descr:- W2489 ChA 220nm
Date Acquired: 090772011 131442 ECT
Date Processed. 13072011 11.25.38 ECT

Auto-Scaled Chromatogram

0024
02
0020
008
0016
00
2 o002
o0
0,008
0,005
0,004
o0
0000
-0.002

000 100 200 300 400 500 6,00 700 800 900 1000 100 1200
Winutes

-9,627

Peak Results
Name  RT  Ama  Moght Amouet Unts

1 DON 9627 6518 1275 994648 ppb

Registered Company Name: AGROCALIDAD Analista: Ana Belén Guerrero - Tesista AGROCALIDAD

Registered User Name: LABORATORIOS

Reported by User: JCarfos Project Name  DEOXINVALENOL
Report Method: Report method DON Date Printed:
Report Method ID 2258 13/07/2011
Page 1of 1 12:20:33 AmericalGuayaquil
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ANEXO N: Resumen global de los datos obtenidos en el presente estudio.

Lectura

Lectura menos

Identificacion Tipo de local Tipo de Marca | Molino |(ug.Kg™ de | blanco(ug.Kg™*de | Promedio Porcentaje
almacenamiento de error
muestra) muestra)

DON 001 SUPERMERCADO |B M1 L8 248,392 174,022 171,0242143 2 47%

DON 001R SUPERMERCADO |B M1 L8 242,397 168,027

DON 002 SUPERMERCADO |A M2 L1 115,949 41,579 51.68321429 17.43%

DON 002R SUPERMERCADO |A M2 L1 136,158 61,788

DON 003 DESPENSA B M3 L2 169,952 95,582 87.21671429 10,92%

DON 003R DESPENSA B M3 L2 153,222 78,852

DON 004 DESPENSA D M4 L3 96,315 21,945

DON 004R DESPENSA D M4 L3 157,057 82,687 |70,74971429 17,93%

DON 004R-2 DESPENSA D M4 L3 133,183 58,813

DON 005 DESPENSA D M5 L4 7,99 0

DON 005R DESPENSA D M5 L4 193,693 119,323|114,2517143 5,53%

DON 005R-2 DESPENSA D M5 L4 183,551 109,181

DON 006 DESPENSA B M6 L5 161,836 87,466 79.21671429 11,35%

DON 006R DESPENSA B M6 L5 145,338 70,968

DON 007 DESPENSA D M5 L4 3475 273,130 267,5837143 3.30%

DON 007R DESPENSA D M5 L4 336,408 262,038

DON 008 DESPENSA D M7 L1 119,089 44,719 47,82671429 522%

DON 008R DESPENSA D M7 L1 125,305 50,935

DON 009 DESPENSA B M9 L6 119,547 45,177 37.65921429 14.39%

DON 009R DESPENSA B M9 L6 104,512 30,142
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Continuacion Anexo N

Tino d Lectura(pg.Kg- Lectura menos P tai
Identificacion Tipo de local 'bo de Marca | Molino |1 HY-1g blanco(ug.Kg™ de | Promedio orcentaje
almacenamiento de muestra) de error
muestra)
DON 010 DESPENSA C M10 L7 127,066 52,696 53.94321429 1,96%
DON 010R DESPENSA C M10 L7 129,561 55,191
DON 011 DESPENSA C M11 L2 128,7 54,330 6065171429 9.82%
DON 011R DESPENSA C M11 L2 141,344 66,974
DON 012 DESPENSA D M8 L1 233,58 159,210 1502852143 8.27%
DON 012R DESPENSA D M8 L1 215,731 141,361
DON 013 DESPENSA C M11 L2 164,737 90,367 84.60421429 7.52%
DON 013R DESPENSA C M11 L2 153,212 78,842
DON 014 DESPENSA D M7 L1 167,281 92,911 82.03221429 14.95%
DON 014R DESPENSA D M7 L1 145,524 71,154
DON 015 DESPENSA D M6 L5 90,801 16,431 1778221429 2.98%
DON 015R DESPENSA D M6 L5 93,504 19,134
DON 016 DESPENSA D M10 L7 157,78 83,410 79.30521429 5.49%
DON 016R DESPENSA D M10 L7 149,571 75,201
DON 017 DESPENSA D M10 L7 170,968 96,598 1005857143 4.67%
DON 017R DESPENSA D M10 L7 178,944 104,574
DON 018 SUPERMERCADO |A M13 L10 133,467 59,097 70.64221429 17.30%
DON 018R SUPERMERCADO |A M13 L10 156,558 82,188
DON 019 SUPERMERCADO |A M17 L4 914,648 840,278 841,2172143 0.21%
DON 019R SUPERMERCADO |A M17 L4 916,527 842,157
DON 020 SUPERMERCADO |A M16 L9 137,124 62,754 74.37321429 16,95%
DON 020R SUPERMERCADO |A M16 L9 160,363 85,993
DON 021 SUPERMERCADO |A M15 L10 154,344 79,974 76,51121429 4,70%
DON 021R SUPERMERCADO |A M15 L10 147,419 73,049
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Continuacion Anexo N

Lectural Lectura menos
Identificacion Tipo de local Tipo dg Marca | Molino (hg-Kg blanco (ug.Kg'l Promedio Porcentaje
almacenamiento de de error
de muestra)
muestra)

DON 022 DESPENSA C M4 L3 100,378 26,008 24.88521429 2.29%
DON 022R DESPENSA C M4 L3 98,133 23,763
DON 023 DESPENSA C M5 L4 363,299 288,929
DON 023R DESPENSA C M5 L4 368,258 293,888 |291,4082143 1,36%
DON 023R-2 DESPENSA C M5 L4 329,601 255,231
DON 024 DESPENSA C M12 L11 167,235 92,865 84.80071429 10,67%
DON 024R DESPENSA C M12 L11 151,107 76,737
DON 025 DESPENSA B M8 L1 407,498 333,128 330,0417143 1,08%
DON 025R DESPENSA B M8 L1 403,126 328,756
DON 026 MERCADO D M14 L12 86,102 11,732 1387321429 4.97%
DON 026R MERCADO D M14 L12 90,385 16,015
DON 027 MERCADO D M14 L12 138,708 64,338 5459371429 16.35%
DON 027R MERCADO D M14 L12 119,22 44,850
DON 028 MERCADO D M14 L12 84,849 10,479 3.895214286 18.37%
DON 028R MERCADO D M14 L12 71,682 0
DON 029 MERCADO D M14 L12 483,628 409,258 402,8202143 2.73%
DON 029R MERCADO D M14 L12 470,753 396,383
DON 030 MERCADO D M14 L12 521,762 447,392 426,4597143 8.72%
DON 030R MERCADO D M14 L12 479,898 405,528
DON 031 MERCADO D M14 L12 189,087 114,717 113,1012143 1.74%
DON 031R MERCADO D M14 L12 185,856 111,486
DON 032 SUPERMERCADO |A M18 L13 177,602 103,232 9299721429 13,03%
DON 032R SUPERMERCADO |A M18 L13 157,133 82,763
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