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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue valorar la incidencia del hongo Fusarium
verticillioides (moniliforme) y los niveles de contaminacion por fumonisinas en maiz
cosechado en dos localidades del estado de Jalisco y determinar el efecto de la
~ nixtamalizacién sobre ios niveles de fumonisinas durante la elaboracion de la
tortilla. Bajo un disefio completamente al azar, se realizé el muestrec de mazorcas
en Ameca (1997) y Huejotitan (1996), Jalisco, se clasificaron de acuerdo al dafio
visual y se realizd el aislamiento e identificacion de Fusarium verticillioides. Se
determind la produccién de fumonisinas por las cepas aisladas del hongo. Se
cuantificaron los niveles de fumonisinas en el maiz mediante columnas de
inmunoafinidad. Sé realizé un monitoreo preliminar de ios niveles de fumonisinas
en masa y tortillas en la ZMG, estudio realizado mediante la técnica de ELISA,
posteriomente se valoré el efecto de la nixtamalizacidon sobre los niveles de
fumonisinas y sus hidrolizados. La deteccion de fumonisina By (FB4), FBs,
hidrolizado de FB, (HFB4) y HFB; se realizd por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC). Se realiz6 el andlisis estadistico mediante ANOVA, contrastes
ortogonales, Xi cuadrada y t Student a un nivel de significancia del 0.05. Los
resultados mostraron incidencia mayor al 80% por F. verticillioides en Huejotitan, y
de 90 a 100% en el maiz procedente de Ameca, Jalisco. El desarrollo de unidades
formadoras de colonias fluct(io de 1,884.5 a 418,333 UFC g™ presentando relacién
~ estadistica positiva (p< 0.05) en Ameca, respecto al dafio visual de las mazorcas.
De las cepas aisladas el 93.8% fueron productoras de fumonisinas en un rango de
700 a 2,280 ng/g. El 100% de las muestras de maiz mostrd contaminacion por
fumonisinas. Los niveles promedio fueron de 7.87 ng/g en Ameca y de 10.2 ng/g
en Huejotitan similares estadisticamente (p> 0.05). El proceso de nixtamalizacion
“que se realiza en la ZMG se caracteriza por tiempo promedio de cocimiento de
12.5 minutos, temperatura maxima de 85 °C y un periodo de reposo de 18.5 horas.
El estudio mediante columnas de inmunoafinidad, mostré reduccién significativa
- (p<0.05) de fumonisinas en los productos de elaboracién de la tortilla, los niveles
_promedio fueron de 5.79 pgfg, 1.47.9/g, 2.95 ng/g ¥y 1.41 ng/g en maiz, nixtamal,
masa y tortilla respectivamente. La deteccidon con HPLC no mostré reduccion
significativa, los niveles promedio de FBy y FB; en maiz fueron de 7.257 y 0.143
pg/g, en masa de 6.336 y 0.056 pg/g y en tortilla 4.364 pg/g. Se detectaron
hidrolizados de FB1 en malz (0.086 pg/g), masa (0.524 pg/g) y tortilla (0.874 ng/g).
Se concluye que existe aita contaminacion por Fusarium verlicillioides de alta
capacidad productora de fumonisinas; el maiz cosechado en las dos localidades
del estado de Jalisco mostré alta contaminacién por dichas micotoxinas, se
considera que el proceso de nixtamalizacion no cubre con el tiempo de cocimiento
necesario para reducir eficientemente los niveles de fumonisinas, ademas de
generar hidrolizados durante el proceso, lo que indica que existe riesgo de
exposicién en humanos y animates por el consumo de maiz o sus productos.
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. INTRODUCCION

La contaminacion fingica en cereales como el maiz representé;importantes
pérdidas econémicas a la produccidon agricola, ademas de causar deterioro del
valor nutritivo de. Io's granos porlla degradaciéon de las proteinas, grasas,

carbohidratos y vitaminas. Entre otras alteraciones se considera de gran
| relevancia la produccién de metabolitos secundarios de los hongos, denominados

micotoxinas, las cuales pueden ocasionar dafio irreparable a la salud de humanos
y animales (Pont et al., 1989).

Dentro de las especies de hongos productores de micotoxinas sobresale
Fusarium verticillioides (antes moniliforme), de distribucion mundial, que ha sido
aislado principalmente en cereales como el maiz, trigo, sorgo y avena (Marasas et
al., 1979). Evi.de_ncias experimentales indican que Fusarium verticillioides es el
agente causal de la "Germinacion prematura del maiz “ y de la "Pudricion de la -
mazorca” (Carvajal, 1987, Galindo y Roméro, 1982).

Entre fas micotoxinas producidas por este hongb se encuentran las
fumonisinas, caracterizadas, en 1988, por Bezuidenhout y Gelderblom, las cuales
son responsables de la leucoencefalomalacia equina y del edema pulmonar
porcino, ademas de presentar efectos hepatotéxicos y cancerigenos en roedores y
aterogénicos en primates no humanos (Marasas ef al., 1988; Osweiller et al.,
- 1992; Riley et al., 1993 b). En algunas regiones de Sudafrica,-China, India y
Estados Unidos existe estrecha relacion entre los niveles de fumonisinas y la alta

incidencia de cancer esofagico humaho (Marasas et al., 1981; Norred y Voss,
1994, Sydenham ef al.; 1990 b).

Existen altos niveles de fumonisinas principalmente en maiz parcialmente
molido y harina (Sydenham et al, 1991). Los niveles detectados en diferentes
‘productos derivados del maiz varian de 0 a 3.5 ppm, demostrandose que la

incidencia de fumonisinas es a nivel mundial (Bullerman y Tsai, 1994).




En la actualidad existe escasa informacion respecto al efecto de los
procesos sobre la estabilidad de las fumonisinas, dichos estudios han sido
"limitados por la reducida eficiencia de la metodologia analitica, la cual fue
disefiada para la deteccion de fumonisinas a partir de granos (Bordson el al.,
1993). |

Sydenham et al (1992b, 1995) demostraron que el proceso de
nixtamélizacién produce hidrolisis en la estructura de la fumonisina al involucrar la
perdida de 2 moléculas de pr0pano-1,2,3-écido tricarboxilico, lo que ocasiona la
formacion del aminopentol (AP) o hidrolizado de fumonisina (HFB). Abbas ef al.
-(1993) encontraron que los productos hidrolizados de FB; y FB; (APy y APy)
fueron mas .téxicos en cultivos celulares que las toxinas originales, sin embargo en
otros estudios el APy no fue iniciador de cancer en el higado de ratas, lo que pudo

. deberse a la escasa absorcién de los compuestbs, mientras que la FBy y FBy lo
fueron (Gelderblom et al., 1993).

En una investigacion realizada al noreste de la repu.'lblica mexicana (Estado
de Nuevo Ledn) se aislaron cepas de Fusarium veticillioides con alta capacidad
productiva de fumonisinas (Desjardins et al., 1994), o que sugiere que existe alta
contaminacién de fumonisinas en maiz y sus productos. Sin embargo, en México
se tienen pocos estudios sobre los niveles de contaminaciéon de fumonisinas en
maiz o en sus productos, asi como del efecto de los procesos a los que se somete
este cereal, siendo de gran importancia el proceso de nixtamalizacion para la
elaboracién de la tortilla, alimento base de la poblacién. Por lo anteriormente
sefialado, el presente estudio pretende determinar el nivel de contaminacién por F.
vetticillioides y fumonisinas en algunas localidades del estado de Jalisco, el cual
ocupa un importante lugar en la produccion de maiz a nivel nacional, asi como
estudiar el efecto del proceso de nixtamalizacion sobre los niveles de fumonisinas
y la produccién de hidrolizados.




. ANTECEDENTES

1. El cultivo de maiz y su utilizacién.

El maiz (Zea mays L.) a nivel mundial representa el 5.4% del total de las
fuentes alimenticias de la poblacion humana, y ocupa el tercer lugar después del
- trigo y del arroz. En México cubre el 51 % del area agricola, ocupando Jalisco de

los primeros lugares en produccion nacional con 2'052 728 (Gonzalez, 1995).

El consumo per capita de maiz se calcula en 300 g/dia, que aportan el 56 %
de las calorias y el 47 % de las proteinas de la alimentacion. En las areas rurales

estos porcentajes son 70 % y 56 %, respectivamente (Jugenheimer, 1981).

Del maiz total utilizado en ef pais, el 72 % se consume como tortillas, 4.7 %
es procesado por la industria almidonera y 23.3 % se destina a otros usos como

semillas, alimento animal y consumo por parte del agricultor (Bartolini, 1990).

El método tradicionai para transformar el maiz en tortillas consiste en un
proceso térmico-alcalino, denominado "nixtamalizacion”, que involucra la ebullicién
del maiz cdmpleto en agua con Ca(OH); al 1 %, durante un periodo que fluctia de
10 minutos a 1 hora y posterior reposo de 16 horas a temperatura ambiente. El
liquido de cocimiento se elimina y el grano cocido (nixtamal) se lava para remover
el pericarpio y el exceso de calcio. El nixtamal se muele para producir masa, la
cual es cocida al horno para la elaboracion de la tortilla (Barragan, 1996).

En la actualidad la industria del maiz y la tortilla esta formada por molinos
de nixtamal, molinos-tortillerias, tortillerias y fabricas de harina de maiz, llegando a
sumar aproximadamente 42,000 establecimientos a nivel nacional con una

produccién de 11 millones de toneladas anuales (Figueroa et al., 1997).




2. Contaminacion flngica del maiz.

El almacenamiento de granos en paises con climas tropicéles y
subtropicales ocasiona con frecuencia pérdida de_ peso del graho,
transformaciones quimicas y contaminacién con toxinas, microorganisrhos,
fragmentos de insectos, orina y excretas de roedores. La Organizacidon de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAQ) estima una pérdida
entre 5 y 10 % en los granos alimenticios cosechados, en América Latina las
perdidas varian de 25 a 50 %. Una de las funciones principales de la Agencia de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos'(FDA = Food and Drug Administration)
es la sanidad de los alimentos durante su manufactura, proceso vy
almacenamiento, por lo que se establecen medidas que determinen la
contaminacion por insectos roedores, pajaros; adulteraciones por particulas

extrafias; u otras alteraciones que puedan ser nocivas al consumidor (Bartolini,
1990).

En el_éultivo de maiz la contaminacién por hongos requiere de altos
contenidos de humedad (20 a 21 %), los cuales invaden y atacan a los grénos
antes_ de la cosecha afectando su apariencia y calidad (rofia, manchas,
decoloracion). Los generos de hongos frecuentes en el maiz son Alfernaria,
Aspergillus, - Cladosporium,  Helminthosporium,  Penicillium 'y  Fusarium,
considerandose este ultimo tanto de campo como de aimacén (Gonzalez, 1995,
Moreno, 1988). |

| Los principales dafios ocasibnados en el maiz por la invasion fangica son
alteraciones fisicas y organolépticas, como son el apelmazamiento de los granos y
la produccién de malos olores y sabores, que disminuyen la .calidad del alimento; -
deterioro del valor nutritivo por la degradacion de proteinas, grasas, carbohidratos
y vitaminas; aumento de temperatura y humedad por efecto del metabolismo de
los hongos; produccic'm'de metano y otros gases inflamables, los cuales pueden
ocasionar explosiones e incendios en el almacén, ademas de la produccién de




metabolitos secundarios toxicos, micotoxinas, que pueden ocasionar dafio
irreparable en animales y humanos (Pont et al., 1989).

Dentro de las especies del género Fusarium de mayor mteres en las
|nvest|gacmnes actuales, se encuentra F. verticillicides, que peﬂenece a la

Seccién Liseola y es considerado un hongo de distribucion mundial (Riley et al.,
1993b).

3. Taxonomia y morfologia de Fusarium verticillioides.
3.1 Taxonomia. '

Fusarium verlicillioides (Sacc.) Nirenberg (anamorfo) fase asexual,
pertenece al Reino Fungi, Division Eumycota, Subdivisién Deuteromycotina, Clase
Hyphomycetes, Orden Moniliales, Familia Tuberculariaceae. Mientras que la fase
sexual es Gibberella fujikuroi Sawada (teleomoﬁo), se ubica en la Subdivision

“Ascomycotina, Clase Euascomycetes, Subclase Pyrenomycetidae, Orden
Hypocreales, Familia Hypocreaceae (Herrera y Ullola,' 19980). La taxonomia de
Fusarium es compleja y confusa ya que se aplican diversos sistemas taxonémicos.
El sistema propuesto por Nelson et al. (1983) establecen 12 secciones, entre las

que se encuentra la seccion Liseola, a la cual pertenece F. verticillioides.

El estado peritecial de este hongo consiste en un compiejo de 6 diferentes
especies o poblaciones bioldgicas designadas con las letras A a la F, miembros de
las poblaciones A y F pertenecen a Fusarium verticillioides, las poblaciones B yE
a F. subglutinans y la poblacién D a F. proliferatum (Nélson et al., 1994).

3.2 Morfologia

a. Fase asexual (anamorfo).

F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg forma conididforos en hifas 'aéreas; éstos

presentan una célula basal simple con 2 a 3 fidlides apicales laterales simples;
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miden de 20-30 um de longitud, 2-3 um de ancho en la base y 1.5 um en el apice.
Los microconidios se forman agrupados en cabezas falsas sobre monofialides y
en cadenas basipetas originadas de conidiéforos ramificados o en fialides -
individuatles. Son fusiformes, ovoides, elipsoidales o clavados, con la base

ligeramente aplanada, usualmente mononucleares, miden de 1.5-3.5 x 5-12 um.

Los macroconidios se desarrollan de fialides en hifas laterales; a veces son
escasos. En medio de cultivo hojas de clavel-agar (HCA), se producen masas
abundantes en esporodoquios anaranjado-pélidos. Son alargados, delgados
defalcados a casi rectos, con 3 a 7 septos; miden de 2.5-4 x 25-60 ym , y su pared
es delgada. La celula apical es ligeramente curvada y ahusada en el extremo, y la
célula basal tiene forma de pie. Esta especie se distingue pbr las cadenas largas
de microconidios producidos por monofialides individual_es y la ausencia de
clamidosporas (Booth, 1971; Burgess y Liddell, 1983; Nelson et al., 1983).

b. Fase sexual (teleomorfo).

 Gibberella fujikuroi produce peritecios individuales © en grupos,
superfibiales 0 sumergidos en el substrato, de globosos a subconicos, azul-
obscuros, ostioladbs, de 220-300 x 250-375 um. Las ascas son rectas,
elipsoidales a clavadas, con 4-8 ascosporas hialinas, de helipsdidales a
fusiformes, con 1-3 septos, con sus extremos redondeados, con estrechamiento
en los septos y dispuestas oblicLIamente en 1 6 2 series en el asca. Las masas de
ascosporas son de color ocre-asalmonado; miden de 3.9-6 x 14-19 um (Nelson et
“al., 1883).

c. Caracteristicas y pigmentacién de las colonias.

En medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) el hongo forma micelio
blanco, de crecimiento rapide. Al madurar la colonia produce pigmentaciones que

fluctdan de anaranjado-violeta a violeta-obscuro, palido, lila, vinaceo, crema o
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magenta-obscuro, de acuerdo con el cadigo de colores propuestb por Nelson ef al.
(1983). Algunos cultivos carecen de coloracién. El micelio aéreo es denso, varia
de velludo a afieltrado, de aspecto pulverulento por la formacion de microconidios.
Los esporodoquios estan normalmente ausentes, cuando se presentan son de

color anaranjado palido a bronceado y estan confluentes (Booth, 1971; Burgess y
Liddell, 1983; Nelson ef al., 1983).

3.3 Ocurrencia y patogenicidad en plantas.

- Fusarium verticillioides es un hongo de distribucion mundial, presente tanto
en zon'as' de clima tempiado himedo y subhimedo como en zonas tropicales y
subtropicales. Se ha encontrado en Alemania, Ameérica central, Argentina,
Australia, Brasil, Canadé, sur de China, Egipto, Estados Unidos, Filipinas, Hong
Kong, India, indonesia, Israel, ltalia, Jamaica, Japon, Libia; México, Nepal, Nigeria,
Nueva Zelanda, Perd, Sudafrica, TaiWan, Turquia y Zimbabwe. Aunque se
encuentra raramente en zonas de temperatura fria, se ha reportado en Rusia e

Islandia (Marasas ef al., 1979; Miller, 1993; Nelson et al., 1991; Sydenham et al,,
1992a).

Ademas de presentarse este hongo en el maiz, es comun aislarlo de
diversos cereales, incluyendo el trigo, arroz, sorgo y avena. También se presenta
con menor frecuencia_ en otros alimentos como el frijol, ‘cacahuate, platano, pepino,
Vsoya, cafia de azicar y remolacha y productos no alimenticios como algodoén y lino
(Flood et al., 1990; Leslie et al., 1992). Se ha aislado también de forrajes como el
pasto Panicum coloratum (Eiker, 1976), alfalfa y trébol rojo (Nelson et al., 1991).
Este hongo puede deé'componer la madera, algodén, papel filtro .y puede oxidar
hidrocarburos y herbicidas. F. verticillioides se ha aislado ocasionalmente de
varios tipos de agua como los estanques de estabilizacion de aguas negras y
alcantarillados (Cooke, 1962). En Estados Unidos y Canada se ha obtenid.o a

partir de queratitis micéticas y de varios tipos de cancer en pacientes humanos
(Nelson ef al., 1991).




3.4 Ciclo biolégico de F. verticillioides.

El hongo vive en estado latente en los residuos de cosecha, en el suelo y
como micelio en el tejido interno de la semilla de maiz (Burgess y Liddell, 1983).
Los periteCios se forman a principios de otofio y liberan las ascosporas que son
diseminadas e inician la infeccién primaria. En los pe'rl'odos de clima humedo y
calido, sobre ias lesiones de las plantas afectadas se forman abundantes macro y

microconidios gque son transportados por el viento y actian como inoculo
secundario (Holliday, 1989).

l.a presentacion de F. verticillioides en el maiz es de forma endofita y
permanece en la pla_nta asintomaticamente, expresion relacionada con la
naturaleza genética del hongo, cultivo de! maiz y condiciones ambientales. El
hongo puede localizarse por debajo del tejido vascular de cada semiila, desde su
punta hasta donde se implanta en la mazorca, con escasas hifas en semilias
sanas, sin embargo bajo condiciones inadecuadas de almacenamiento puede
iniciarse una invasion mayor. También se encuentra en rastrojo del maiz,

especialmente en tallo y mazorca, donde sobrevive en el suelo (Neison, 1992a).

Estudios de laboratorio indican que F. verticillioides puede permanecer
viable en la semilla del maiz hasta por 8 anos, debido a su localizacion sistemica
lo que provee condiciones favorables para mantener su virulencia y viabilidad por
afos. Los macroconidios de sobrevivencia mayor, acttlan acarreando al hongo
durante las estaciones, mientras que los microconidios, transportadas por el
viento, funcionan como propagulos de infecccidén secundaria, infectando la planta
durante la estacion de crecimiento. Se reporta que el hongo permanece en el
suelo dentro de tallos enterrados a 30 cm, con humedad de 5 a 35 % , vy
temperatura de 5 a 10 °C durante 12 meses (Bacon y Nelson, 1994). |

Los principales dafios causados por F. verticillioides en maiz, son
podredumbre de la mazorca, tallo y raiz, pudiendo variar el grado de infeccién de
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acuerdo a la via de entrada del hongo, lo cual puede ser a través de los estilos de
la mazorca o por esporas procedentes del viento, resultando una infeccién
temprana de los granos, otra posible via de entrada es a través de orificios

causados por gusanos o insectos en el pericarpio del grano {(Davis ef al., 1989).

Ademas de la infeccidn local, las semillas contaminadas transmiten
sistematicamente la enfermedad, que se presenta durante o inmediatamente
después de la germinacion. El hongo entra en la region de la placa cotiledonaria
cuando el tallo brota (germinacién), o cuando la plimula emerge del coléoptilo, el
hongo crece en el parénquima del tallo. Durante la floracién el micelio del hongo
ramifica a toda la planta. Se ha encontrado también infeccion en las raices

primarias (Thomas y Buddenhagen, 1992).
4, Enfermedad “Germinacion prematura del maiz”.

Desde la primera mitad de este siglo se han sefalado como agentes
- causales de esta enfermedad a factores: genéticos, ambientales, fisioldgicos y
fitopatégenos (Galindo y Romero, 1982, Galindo, 1983).

En 1983 se encontraron evidencias experimentales de que F. verticillivides
es el agente 'causal de la enfermedad, al reproducirse los sintomas en el
~ laboratorio, invér_nadero y campo, mediante la inoculacién de conidios del hongo
en elotes tiernos en estado lechoso-masoso {(Galindo y Romero, 1982, Navarrete,
1986; Carvajal, 1987). Esta enfermedad se ha reportado en Estados Unidos,
Francia, Venezuela y México (Galindo, 1983), en este dltimo pais, ha sido
importante en .regiones maiceras de clima templado, localizados en Ids valles altos
de Puebla, Tlaxcala y Estado de México, provocando decrementos entre el 25 y

35% del rendimiento de grano {Galindo, 1983: Ortiz-Cereceres, 1983; Marquez,
1985).
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41 Sintomatologia.

El sintoma caracteristico es la germinacion de granos inmaduros (tiernos)
en estado lechoso-masoso o en madurez‘ fisiolégica, adheridos a las mazorcas
. cubiertas por bracteas, sobre las plantas cultivadas en campo (Galindo y Romero,
1982). Algunos granos afectados exhiben el embrién de color verde claro cubierto
por el epicarpio; mientras que otros originan plantulas verdes vigorosas, que en
ocasiones emergen a 'través de las bracteas que cubren a la mazorca enferma
(Galindo y Romero, 1982; Marquez, 1985). |

4.2 Epifitiologia y control.

El desarrollo de la enfermedad se favorece por un desequilibrio
micronutrimental (hierro, manganeso y zinc) en la planta; fechas de siembras
tempranas; niveles -altos de humedad en el suelo, temperatura de 6-28 °C,

humedad relativa alta (> de 75%) y precipitacion abundante (> .de 30 mm diarios)
(Navarrete, 1986).

La aplicacién de altas dosis de ferilizante fosforado, la siembra de
variedades resistentes en la época recomendada y la destruccion de los residuos’
de cosecha, son practicas de cultivo que ayudan a disminuir la incidencia de la
“germinacién prematura” (Sanchez et al., 1983). La semilla para siembra se puede

desinfectar con fungicidas como Benomyl %, Bayleton ¥ y Zineb ® (Navarrete,
- 1986). |

5. Enfefmedad “Pudricién de la mazorca”;

Es la enfermedad mas comin de la mazorca .en todo el mundo
especiaimente en climas calidos-htimedos. Se ha reportado principalmente en
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Guatemala, India, México,
Nicaragua, Perd, Nigeria, Sudafrica y Tailandia donde se registraron dafios ligeros,

moderados y severos de la enfermedad. En territorio mexicano se ha reportado en
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los Estados de México, Jalisco, Michoécén, Puebla, Tamaulipas, Tlaxcala,
Veracruz y en el Bajio (Cepeda et al.,'1994). |

5.1 Sintomatologia.

El hongo puede atacar desde la siembra hasta la cosecha. Causa marchitez
de plantulas y pudriciones de la raiz, tallo y mazorca (Agrioé, 1985). La pudricién
de la mazorca y el grano son los dafios mas importantes, ya que disminuyen el
rendimiento. Los granos afectados presentan sinfomas de pudricion, rayas,
ruptura, manchas obscuras del epicarpio, muerte del embrién, arrugamiento y -
germinacion prematura (Agrios, 1985, Gonzalez et al., 1987). En los granos
colonizados se desarrolta un crecimiento algodonoso de color rosado. En
postcosécha el hongo invade y contamina severamente al grano que se almacena

bajo condiciones de humedad relativa alta y temperatura favorable (Agrios, 1985).
5.2 Epifitiologia y control.

La enfermedad causa dafios mas severos cuando se presehtan lluvias
. fuertes y permanentes, desde la etapa de espigamiento hasta la cosecha; su
incidencia se incrementa en las mazorcas que no se encuentran bien cubiertas por
las bracteas y que sufren dafios por insectos y pajaros. En clima seco y calido

puede causar severas pudriciones de tallo de las plantas proximas a la floracién
(De Leon, 1984). -

l.a eliminacion de los residuos vegetales coadyuva a disminuir a un minimo
el in6culo de primavera. Ademas, se debe proteger con fungicida la semilla y
sembrar variedades resistentes. Cuando el patdégeno se disemina a través de la

semilla es dificit eliminarlo con tratamientos fisicos o quimicos (Daniels, 1983).
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6. Control y prevencion de F. verticillioides.

El control de F. verticillioides depende de la prevenciéh de la infeccién y del
desarrollo del patégeno en el campo y almacén. Es importante determinar los
factorés_ involucrados en la patogenicidad"'del hongo y en la resistencia del
hospedante (Desjardins et al., 1992) con el objeto de establecer las practicas mas

apropiadas de control bioldgico, quimico y genético de la enfermedad.

El biocontrol ofrece tres aspectos: el uso de un agente que destruya al
hongo, como un predador o un pérésito, el uso de un agente que compita por el
nicho ecolbgico, 0 un agente que secrete una “sustancia”’ que destruya al hongo
toxigeno yfo sus metabolitos. Se han utilizado levaduras, mohos, bacterias,
- actinomicetos, algas y esporas. E! comportamiento de las contaminaciones por F.
Verticiﬂioides es variable debido a que existe heterocigocidad dentro de los cultivos
de maiz, ademas de una variacién genética dentro de la especie del hongo y
diferencia en las condiciones ambientales. La habilidad de las especies de
Fusarium para colonizar al maiz y producir micotoxinas sugiere que estas
especies son altamente corppetitivas (Bacon y Nelson, 1994).

El biocontrol se realiza con especies de bacterias productoras de sustancias
con actividad fungi'cida sobre especies de Fusarium, se usa el género
Pseudomonas y otros bacilos. Recientes investigaciones realizadas' en Argentina
mostraron que la cepa de Bacillus sublilis inhibe el crecimiento de Fusarium
verticillioides en el medio de cultivo. Respecto a la produccion de fumonisina By,
se redujo 80% y 60% en los niveles de toxina a los 21 y 28 dias defihoculacién
respectivamente (Cavaglieri ef al., 1997).

£l manejo del cultivo antes y después de la cosecha influye en gran medida
‘en los niveles de contaminacion por hongos, sin embargo la carencia de datos en

México sobre factor_es climaticos y de manejo agricola limita e! progreso en esta
~ area (Rodriguez, 1994).
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El balance adecuado en la fertilizacion se realiza con el fin de evitar el
estrés de las plantas. La sequia ha éido asociada con el bajo aprovechamiento de
nitrégeno por la planta, lo que incrementa el estres fisiologico y en consecuencia la
susceptibilidad a los hongos productores de micotoxinas. La competencia
interespecifica en altas densidades de poblacion, por humedad, nutrientes y luz,
asi como competenbia del cultivo con la maleza pueden ser factores
predisponentes (Jugenheimer, 1981).

En relaciéon con la cosecha, se recomienda utilizar maquinaria qgue evite el
quebrado del grano y la presencia de residuos del cuitivo que contribuyan a la
infeccion con hongos y' a la produccidon de toxinas. Se recomienda secar
- rapidamente el grano para evitar problemas en el almacén. Es importante la
entrega rapida de grano cosechado ya que la contaminaci6n durante el transporte
se incrementa hasta un 6% cada dia. En los productos almacenados se
recomienda bajar el contenido de humedad a niveles inferiores a los requeridos
por el hongo (22% para F. verticillioides). Existen evidencias que sefialan que altas
concentraciones de bioxido de carbono o bajas concentraciones de oxigeno

inhiben la sintesis de algunas micotoxinas (Bullerman y Northolt, 1982).

El uso de fungicidas se ha inclinado practicamente al tratamiento con acido
propiénico y mezclas de otros acidos organicos ¢ sus sales, sin embargo estas
‘sustancias le imparten un sabor y olor desagradable al grano por lo que no se usa
para aliméntaéién humana. El uso del fungicida tiabendazole, es una alternativa

promisoria ya que no es téxica para el hombre y animales (Moreno, 1988).

Las soluciones para minimizar las pérdidas ocasionadas por la
contaminacion de hohgos_deben incluir un manejo total y multidisciplinario desde
la seleccion de la semilla hasta el consumo del maiz, Los fitomejoradores deben
mejorar la generacion de nuévos hibridos y variedades mediante la inclusion de
genes mas resistentes a las condiciones adversas que predisponen a las plantas

al ataque de hongos toxigenos. Se ha determinado que ciertas caracteristicas de
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la variedad como la cobertura de la mazorca, grosor del pericarpio y la toleranciaa

plagas son importantes en la reduccion del riesgo de contaminacion (Bullerman y
Northolt, 1982; Riley ef al., 1993b).

7. Produccién de micotoxinas por F. verticillioides.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por
diversas especies de hongos en medios de cultivo y substratos naturales como
granos, forrajes y diversos productos alimenticios, que cuando son ingeridos por
los animales o el hombre, pueden prdvocar enfermedad y la muerte (Pefia y Duran
de Baz(ia, 1990; Riley et al., 1993b). |

Las principales micotoxinas producidas por F verticillioides, son la
moniliformina, fusarina C, acido fusarico (fusarinas); y las fumonisinas (Nelsoh et
al.,, 1994, Riley ef al., 1993b).

a. Moni'liformin.a.- Se reporté por primera vez a partir de una cepa de F.
moniliforme (verticillioides), del cual deriva su nombre (Cole ef al.,1973), sin
embargo la cepa perdio su habilidad de producif moniliformina durante el curso del
estudio para determinar la estructura de la toxina. Existen conf'lictos respecto a la
pfoduccién de mohiliformi_na por cultivos de F. verticillioides, ya que soélo 22% de
las cepas toxigénicas produjeron quimicamente niveles detectables de I.a
micotoxina y el pr'omedio de produccion fue bajo (Marasas et al., 1986). Por lo
general, cepas de F. verticillioides son pobres productoras de moniliformina,

siendo otras especies mejores productoras como F. subglutinans (Nelson et al.,
1994). ' '

b. Fusarinas.- Estudios a partir de cepas de F. verticiflicides cultivadas en
‘maiz estéril, demostraron que 21 cepas de 33, fueron mutagenas a Salmonelfa
fyphimurium TA 100 (Bjeldanes y Thomson, 1979). Los principales compuestos
mutagenos fueron fusarina C y el acido fusarico. Debidb que la fusarina C es un

metabolito mutageno, se realizaron experimentos de la actividad iniciadora de
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cancer en ratas. Los resultados obtenidos (Gelderblom et al., 1986) no apoyaronla -

teoria de que la fusarina C es cancerigena 0 es la causa de la

hepatocarcinogenicidad de F. verticillioides MRC 826.

c. Fumonisinas.- Bezuidenhout y Gelderblom en 1988, caracterizaron la
estructura de las fumonisinas como diésteres de Aacido tricarboxilico y
amino-alcoholes de 22 carbones (peso molecular de 721). De las 13 fumonisinas
caracterizadas quimicamente (Figura 1 y Tabla 1) las FBs, FE; y FB3 son

consideradas de mayor interés por su actividad promotora de cancer (Gelderblom
et al., 1988).

La produccién de fumonisinas ha sido demostrada por diversas especies
del género Fusarium, ademas de F. verticillivides y F. proliferatum (Matsushima)

Nirenberg, en una amplia distribucion geografica. (Nelson et al., 1991, 1992c).

Entre las que se incluyen F. nygamai Burgues y Trimboli, F. anthophilum (R.
Braun) Wollenw., F. dlamini Marasas, Nelson y Toussoun y F. napiforme Marasas,
Nelson y Rabie (Nelson et al., 1991, 1992¢, Thiel et al., 1991a).

|CO()H
HOO \/\
R o Rion on
| | | CHs
| | Re
: =) R; R
Ry |
HOOC
COOH

Figura 1. Estructura quimica de las fumonisinas (Shier ef al., 1995).
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Desde el descubrimiento en 1988, las fumonisinas han sido aisladas a partir
del maiz, aIih’nentos y piensos a base de este cereal, en Afgentina, Brasil Canada,
China, Egipto, Estados Unidos, Nepal y Peril (Nelson et al., 1991;. Sydenham et
al., 1992a; Thiel et al, 1991a). La localizacién en estas regiones de amplia

distribucién geografica, sugiere que la produccion de fumonisinas en el maiz es
mundial.

Tabla1.  Tipos de Fumonisinas (Musser y Plattner, 1997).

R4 R Rs R4 Rs Rg P.M
FA TCA TCA OH OH NHCOCH; | CHs 763
FA; TCA TCA H OH NHCOCH; | CHaj 747
FA; TCA TCA OH H NHCOCH;3 | CHs 747
FAK; =0 __TCA OH OH NHCOCH; | CHgs 603
FB, TCA TCA OH OH NH; CHs 721 .
FB; TCA TCA | H OH NH; CHjy 705
FB3 TCA TCA OH H NHy CHs 705
FC4 TCA TCA OH OH NH, H 707
FP4 TCA TCA OH OH 3HP ~ CHs 800
FP2 TCA TCA H OH 3HP CHjs 784
FP3 TCA TCA OH H 3HP CHs 784
PH.a TCA OH OH OH NH, CHs 563
PH4b OH TCA OH OH NH» CH3 653 -

FAy, FAy: FA;; FAK,; FB, ; FBz, FBs; FCq; FPy; FPy,; FPs ; PHya ; PHyb = tipos de fumonisinas;
TCA = acido tricarboxilico; OH = grupo hidroxilo; H = hidrégeno; 3HP = fosfato; NH; = grupo
amino; CHa = grupo metilo; NHCOCH,= acetilamina ; P.M.= peso motecular; R= radical.

7.1. Produccién de fumonisinas en campo y almacén.

No se conoce con precision el tiempo y el patrén de acumulacién de las
fumonisinas una vez infectada la planta. Las fumonisinas se han detectado en
mazorcas de maiz, en glumas de inflorescencia, encontrandose aqui las mayores
cdncentracionés, y en grano molido con mayor cantidad de fumonisina que el

grano entero. La mayoria de las intoxicaciones suceden en cerdos y equinos
(Bacon y Nelson, 1994).
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Fusarium verticillioides puede comportarse como patégeno biotréfico o bien
~como sapréfito. Se define principalmente como un hongo de campo, donde
produce sus micotoxinas. Deb_ido a que su relacion con la planta no es obligatoria,
se espera que en el grano, en sus fragmentos y en restoé de plantas muertas

sirvan de substrato para la produccién de toxinas, particularmente bajo
condiciones de almacén.

El rango de températura optima para el crecimiento de F. veriicillioides es |
de 22.5 a 27.5 °C, con un maximo de 32-37 °C y temperatura minima de 2.5 a
5°C. Estudios adicionales indican que potencial osmético para el crecimiento
vegetativo es de -180 bars dé potehcial de agua, mient.ras que para la germinacion
de conidios requiere de -140 bars. El optimo potencial osmético es -10 bars y no
ocurre crecimiento a -150 bars (Bacon y Nelson, 1994).

Los estudios de laboratorio pueden ayudar a definir las condiciones
necesarias para el crecimiento y produccion de las fumonisinas en condiciones de
almacenamiento. Los estudios hechos sobre el crecimiento de este hongo en
almacenamiento son limitados y estos no fueron disefiados para determinar la
produccion de toxinas. Maiz con humedad entre 18.4 y 23% fue 6ptimo para el

crecimiento del hongo, mientras que fue inhibido con 28% de humedad (Bacon y
‘Nelson, 1994). |

El crecimiento de F. verticillioides en el almacén es complejo ya que existio
interaccién entre la humedad, fos niveles de oxigeno (02) y bioxido de carbono
(002). £l hongo puede crecer en condiciones de almacén con 0% 0, y 60% de CO,
a 26 °C, pero con niveles similares de CO; en la atmésfera del almacén, el
crecimiento se reduce cuando la temperatura es de 12 °C (Bacon & Nelson, 1994).
El crecimiento de este hongo a 0% de 0, y alto CO, sugiere crecimiento anaerébico
en el almacén. Ademas, el porcentaje de infeccidn del grano por el hongo se pudo
incrementar significativamente (p< 0.05) en el maiz cosechado con un promedio

de humedad de 12.4% y almacenado por 8 meses (Marasas ef al., 1979).
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Las investigaciones respecto a las condiciones de almacenamiento indican

que el hohgo posee un alto potencial para producir micotoxinas bajo un amplio
rango de condiciones de almacén (Bacon y Nelson, 1994).

7.2. Produccion de fumonisinas en el laboratorio.

La evaluacion de la capacidad productiva de fumonisinas por F.
verticillioides en el laboratorio se basa en su cultivo en maiz estéril y en el analisis
de la cantidad de la toxina producida (Alberts ef al, 1990 y 1993; Ross et al,,
1990). La produccién en el -Iaboratorio requiere del ajuste del contenido de
humedad del maiz parcialmente molido a 43% vy la esterilizacion en autoclave del
maiz hiimedo durante 30 minutos; el agua destilada estéril se deja absorber por 1
6 4 horas. La propdrcién de agua en el maiz es critica ya que el exceso de agua -
reduce el rendimiento productivo del hongo (Bacon y Nelson, 1994).

Un aspecto critico para la produccién de fumonisinas es la cantidad de aire
que el cultivo recibe, esto usualmente se controla con la reduccion de la cantidad
de maiz en el matraz y coln el uso de tapones de ajuste Iigerainenfe holgados. Se
recomienda colocar 50 g de maiz en matraces | Erlenmeyer de 300 mL de
capacidad para pruebas de rutina, 6 100 g de en matraces de 500 mL; con 500 g
.$€ usan matraces Fernbach de 2.8 L, para la produccion de fufnonisinas a gran
escala para investigaciones toxicologicas (Neison et al., 1991).

~ El inéculo utilizado eé preparado a partir del crecimiento del hongo en
medios .tradicionales de laboratorio durante 1 a 2 semanas (Leslie et al., 1992;
Ross et al, 1990; Sydenham et al, 1992b), o pueden utilizarse liofilizados de
conidios (Thiel ef al., 1991a). Los cultivas son incubados en la obscuridad a 25 °C
de 21 a 30 dias, aunque periodos de tiempo m'ayores resultan en una produccién
mayor. El peribdo depende del método usado y de la cantidad total de maiz
utilizado en el fermentador. Durante los tres primeros dias de incubacion, los

cultivos son agitados una o dos veces diariamente. Una alternativa de
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procedimientos e_sﬁincubar dos semanas a 27°C, seguido por otras dos semanas a
15°C (Ross et al., 1990).

Otros procedimientbs para evaluar la produccién de fumonisinas por cepas
es a través de cultivos liquidos (Miller, 1993). Se han utilizado dos condiciones de
medios y cultivos, uno como cultivo estacionario por 29 dias (Jackson y Benneth,
1990) y el otro con cultivo en agitacion por 14 dias, consideréndo la reduccion del
tiempo de incubacion, repetibilidad y el ligero incremento en el total de produccién
a partir de las cepas, este Gltimo método pudiera ser una alternativa de los cultivos
liquidos (Miller, 1993). |

El rendimiento de produccién, por estos procedimientos, indica que las
cantidades de fumonisinas obtenidas son especificas en la cepa de F.
verticillioides (Tabla 2). La mayoria de las cepas de este hongo, a partir de
diferentes areas geograficas y substratos, pueden producir fumonisinas, lo cual
sugiere alta capacidad de produccion de las mismas.

Durante una investigacién realizada en Europa (Espafia, Francia, Italia y
‘Polonia) para evaluar la produccion de fumonisinas, por diferentes especies de
Fusarium de diversos substratos, se observé que todas las cepas de F.

verticillioides aisladas y una cepa de F. proliferatum produjeron fumonisinas en un
amplio rango de concentraciones (0.7- 4,100 pg de FB4/g). La mayor produccion
~ de fumonisinas fue en el maiz (promedio de 1,259 pg/g) seguido por el trigo

(promedio de 769 ng/g) y la cebada (promedioc de 320 ng/g) (Visconti y Doko,
1994). -
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Tabla 2. Produccion de fumonisina B4 de diferentes origenes y cepas de Fusarium
verticillioides (Bacon y Nelson, 1994).

Fuente de donde se aislé la cepa.

Alimento péra ,
Alimento de animales | Sorgo y mijo Malz mohoso | animales con . | Queratitis micotica
con maiz (Nigeria y (Nepal) malz de buena y cancer .
contaminado (USA} Zimbabwe) calidad (USA) (Canada y USA) '
Cepas de F. verticillioides y fumonisina B, (ng/kg) producida.

M-2546 (2,589) M-5054 (2, 448) M-5496 (nd) M-211 (1927) M-722 (1,914)
M-2552 (6421) M-5067 (733) M-5500(traza) M-2232 (3,091) M-773 {2,500)
M-2547 (144) M-5068 (539} M-5507(traza) M-2270 (459) M-1102 (nd)
M-2650 (traza) M-5081 (traza) M-5519 (60) M-2285 (2,716) M-1810 {130)
M-3031 (1,'391) M-5193 (traza) M-2768 (nd)
M-3034 (6,090) | M-5243 (104) ' M-5114 (2,900).
M-3041 (323) M-5234 (95) M-2878 (1,700)

Concentraciones de FBy en pg/kg dentro de paréntesis, nd = no detectado.

Nelson et al. (1991, 1992b) reportan la producciéon de fumonisinas por
cepas de F. verticillioides en diferentes subétrafos y areas geograficas,
encontrandd considerable variacién en las cantidades de fumonisinas por las
cepas en las diferentes fuentes, pero en general la variacion fue baja dehtro de
cada substrato. La FB; se produjo por la mayorla de las cepas (95%) a partir de
Ibs alimentos a base de maiz que. estuvieron relacionados con casos de
Leucoencefalbmalacia equina {LEME), por todas las cepas aisladas en el maiz de
buena calidad y destinado a ser consumido en granjas. Todas las cepas de Nepal,
a excepcion de una, produjeron pocas fumonisinas (49 ng/g), al igual que las
cepas a partir de 'mijo y sorgo de Africa, las del maiz usado como alimento para
ratas de laboratorio, y del sorgo de Australia, produjeron niveles bajos e
intermedios. Es de interés el que la mayoria de las cepas (85%), aisladas de
queratitis micotica, Ulceras y varios tipos de cancer en humanos mostraran una
- produccién. de intermedia a alta (rango de 130 a 2,900 1g/g) de fumonisinas
(Bacony Nelson 1994)
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Musser y Plattner (1997), analizaron la composicion de fumonisinas en
cultivos de F. verticillioides, F. proliferatum y F. nygami, encontrando
concentraciones mayores-de FB¢ en los cultivos de F. vertici!!ioides‘-(3,430 ng/g),
en tanto que en los cultivos de las otras especies la concentracién fluctud de 1 a
1,017 pg/g. El estudio demostrd la produccién de fumonisinas de la serie P, siendo
ésta mayor bajo condiciones anaérobicas.

L.a produccion de fumonisinas es variable, existe alto potencial de
produccion en substratos naturales y en productos agricolas con cepas de F.
verticillioides en diferentes areas geograficas (Nelson et al., 1991, 1992b, 1992c).

8. Enfermedades asociadas con F. verticillioides y fumonisinas
8.1. Leucoencefalomalacia equina (LEME).

El sindrome de LEME consta de reblandecimiento (iicuefaccidén) de la
materia blanca del cerebro, luego sobreviene necrosis y pérdida de esta seccion
afectada. Esta enfermedad fatal aparentemente se presenta sélo en equinos. La
leucoencefalomalacia equina se reporté desde el siglo XiX y se considerd de
presentacién esporadica. En 1902, la LEME fue producida experimentalmente en
equinos al alimentarios con maiz mohbso, de un brote de campo, en Kansas. La
enfermedad fue conocida como “contaminacion del maiz mohoso”, sin embargo,

se fracasd en la identificacién del hongo responsable (Bullerman y Draughon,
1994). |

El establecimiento del agente causal de la enfermedad fue realizado por
Wilson y Marapont (1971), con el aislamiento de F. verticillivides como el
contaminante principal del maiz mohoso causante de numerosos casos de LEME

y con la reproduccion del sindrome mediante la alimentacion con el material
contaminado con el hongo.
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Después del aislamiento de las fumonisinas y la identificacion de sus
estructuras Marasas ef al. (1988), reprodujeron el sindrome en caballos mediante
la administracion intravenosa de fumonisina By, lo cual se realizd evitando la
hepatotoxicidad. Posteriormente, se reprodujo la enfermedad con el suministro de
FB, con tubo géastrico, monitoreando la toxicidad hepatica (Kellerman et él., 1990).

Los investigadores han sugerido que altas dosis de fumonisinas inducen
hepatotoxicidad fatal con lesiones leves en cerebro, mientras que dosis bajas
causan hepatotoxicidad moderada y severas lesiones en cerebro. Sin embargo,
se han presentado signos en el sistema nervioso central y lesiones hepaticas sin
cantidades elevadas en suero, asi como frecuente LEME con significativos dafios
en higado en caballos alimentados con dietas contaminadas naturalmente con
niveles bajos de fumonisinas (Wilson ef al., 1990).

~ La dosis minima de fumonisinas que causa LEME permanece sin ser
determinada. Es claro que los caballos son la especie mas sensible a los efectos
agudos de estas micotoxinas. Mientras no exista una guia oficial que disponga de
los niveles de fumonisinas conmderados de riesgo, la Asociacién Americana de
Diagnéstico Veterinario del Comité de Micotoxinas recomienda que alimentos que
contengan niveles de fumonisinas mayores de 5 pg/g no deben suministrarse a
caballos u otros equinos (Thiel et al., 1992).

Investigaciones realizadas en México reportan principalmente estudios
anatomopatolégicos de los brotes que se han presentado en los Estadds -de
México, Jalisco y QOaxaca, encdntréndose lesiones en sistema nervioso central
similares a los reportado previamente, el cuadro clinico observado en caballos se
caracterizé por anorexia, adipsia, ceguera: paralisis glosofaringea, inboordinacién
marcada, postracion y muerte entre 24 a 48 horas (Sanchez, 1987).

Las concentraciones de fumonisinas que se encontraron en los analisis
realizados en Oaxaca, en el alimento procedente de un brote de LEME, fueron de
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1-10 pg de FBl/g de muestra, considerandose estos niveles como los
responsables de la muerte de los animales (Garcia, 1995).

8.2, Edema pulmonar porcino (EPP).

ESta’ inusual enfermedad en cerdos se caractériza por severo edema
pulmonar e hidrotérax, y muerte. En 1989-1990 se reportaron brotes de edema
pulmonar porcino en diferentes partes de Estados Unidos de Norte América
(Colvin y Harrison, 1992; Osweiller ef al., 1992; Ross et al., 1991). En el maiz
obtenido de granjas donde murieron cerdos con EPP, se encontrd F. verticiflicides
"como principal contaminante (Harrison et al., 1990).

El alimento de cerdos con F. verticillioides pfodujo EPP al menos en un
estudio (Osweiller ef al., 1992), desde el reporte de Kriek ef al, en 1981. Sin
émbafgo, la asociacion entre F. verticillioides y el edema pulrhonar porcino parece
ser fuerte, especialmente desde que la FB; purificada demoétré producir la
enfermedad mediante la admiﬁistracién por via intravenosa (Harrison et al., 1990,
Haschek et al, 1992; Osweiller et al, 1992). También él consumo de alimento
naturaimente contaminado con fumonisinas, a dosis de 175 ng/g durante 14 dias,

provocé EPP y con dosis >23 ng/g se ocasiond hepatotoxicidad en cerdos (Riley
et al., 1993b).

8.3 Toxicidad en polios de engorda.

La implicacién de toxinas de F. verticillioides en brotes de enfermedades en
granjas ha sido controversial por mucho tiempo. La presencia de este hongo en el
maiz se consideraba Lma c.ondicién benigna no asociada con toxicidad en pollos,
sin embargo, después se presentaron efectos adversos. El pollo de engorda
- alimentado con material cultivado con F. verticillioides, bajé tanto de peso, como
en la conversion alimenticia y tuvo anormalidades en el esqueleto. Los patos

. fueron mas sensibles que los pollos y pavos a F. verticillioides, pero las tres
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especies desarrollaron degeneracion del corazén e higado (Engelhardt et al,

1989). Otros estudios han confirmado inmunosupresién en gallinas '(Chu et al.,
1988, Marijanovic et al., 1991). '

Desde el descubrimiento de las fumonisinas, diversos investigadores han
intentado correlacionar los niveles de estas micotoxinas con la toxicidad en pollos.
El rango de las concentraciones de fumonisinas en el alimento en estos estudios
fue de 75 a 525 ug/g. l.a toxicidad notoria (decremento del consumo de alimento y
en la ganancia de peso, diarrea, elevada actividad enzimatica en suero,
incremento de peso del higado y rifion, necrosis hepética y raquitismo) fue
observada a dosis superiores a 150 pg/g, observandose efectos sutiles (elevacion

en Ia relacion esfingosina:esfingonina) a 75 pg/g (Weibking et al., 1993).
8.4. Hepatosis y nefrotoxicidad en roedores.

Las investig‘acibnes primarias esfablecieron que el higado es un 6rgano
blanco de F. verticillioides en muchas especies, incluyendo las ratas (Norred y
Voss, 1994). Estudios posteriores confirmaron que este hongo es también
hepatotoxico en ratones (Voss ef al,, 1992). A traves de varias investigaciones
conducidas en Sudafrica, se.descub_rié gue no todas las cepas de F. verticillioides
son hepatotdxicas bajo condiciones agudas o subcronicas (Gelderblom ef al.,
1988). Voss et al.,, (1992) agrega que no todas las cepas son hepatocancerigenas,
ademas indica que parece que existe correlacion positiva entre |a hepatotoxicidad

aguda/subcronica y el potencial de la actividad promotora de cancer de varias
cepas de F. verticillioides. | |

Kriek ef al. (1981) describen nefrosis en ratas expuestas subcr.r_f)nicamenté a
material cultivado con F. verticillioides. Las lesiones se desarrollaron previo a la
hepatotoxicidad, la cual fue reversible (dentro de 6 semanas) atin cuando |
continué la exposicién al material cultivado, por lo que se consideré de poca

importancia toxicolégica. Voss et al., (1989, 1992) han encontrado reduccion en
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el peso de los rifiones, incremento de la creatinina en suero y nefrosis en ratas
alimentadas en forma natural con maiz contaminado asi como con dietas
contaminadas con niveles de 20-150 pg/g de FB; y cantidades menores de FB,

durante 4 semanas, especulando que la FB4 fue nefrotéxica.

Tipicamente las lesiones subcronicas en higado consisten en necrosis
~celular, la cual aparece aleatoriamente en los [6bulos; vacuolizacién citoplasmatica
hepatocelular; variacion en el tamaiio del nucleo y en las propiedades de tincion;
picnocitosis, fibrosis y proliferacion de los conductos biliares (Gelderblom et al.,
1988). La exposicién cronica resulta en franca cirrosis, carcinomas
hepatocelutares, algunos de los cuales son metastasicos, ademas de
colangiofibrosis y cotangiocarcinomas (Gelderblom et al., 1991).

El mecanismo de carcinogenicidad de las fumonisinas no ha sido descrito.
Las evi'dencias' indican que la FBy no es genotéxica (Gelderblom ef al., 1991;
Norred et al., 1992), que posee pobre actividad de iniciacion, sin embargo actta
como efectivo promotor dei cancer hepatico tanto en ratas inducidas con
dietilnitrosamina como en ratas no inducidas.'_GelderbIom et al, (1993)
.-c_ompararon la to%icidad y la actividad iniciadora de las FB;, FB, y FBs,
concluyendo que los tres isbmeros causan efectos hepatotoxicos similares,
aunque la FB3 parece ser la menos toxica.

8.5. Cancer esofagico humano.

En algunas regiones del mundo la incidencia del cancer esofagico excede la
presentacion “normal’ considerada de 5 casos por cada 100,000 habitantes.
Transkei, Sudafrica ha sido la regién mas extensamente estudiada (Marasas et al.,
" 1981), con un rango de 50-200 casos por cada 100,000 habitantes. En esta region
el maiz representa la base de la alimentacion incluyéndose una cerveza fabricada
de maiz y una bebida fermentada no alcohdlica (Segal et al., 1988).
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La contaminacion del maiz con F. verticillioides y fumonisinas en areas de
alta incidencia de cancer esofagico fue estadisticamente mayor que la encontrada
en las areas de Transkei con baja incidencia '(Rheeder et al., 1992). Los niveles de
fumonisinas encontrados en el area de alta incidencia fueron de 44 ng/fg de FB.
En un estudio mas detallado se comparé la presencia de las diferentes especies
del género Fusarium y la contaminacion por fumonisinas y otras micotoxinas, tanto
en maiz mohoso como en aparentemente sano asi como en areas de alta y baja
mcndenma de cancer esofagico (Sydenham et al., 1990b).

En las areas de alta incidencia, Fusarium verticillioides, fue la especie
predominante y tanto el maiz mohosc como el “sano” tuvieron altos niveles de
fumonisinas. Los estudios ciertamente implican a las fumonisinas como agentes

‘responsables - del cancer esofagico, sin embargo se requieren otras
investigaciones epidemioldgicas. El cancer esofagico también se presenta con
alta incidencia en algunas regiones de China (Yang, 1980), Ir-an (Kmet vy

" Mahboubi, 1972) y Charleston area de Carolina del Sur, Estados Unidos (Norred y
Voss, 1994).

Los estudios con animales de laboratorio alimentados con cultivos de F,
verticillioides o fumonisinas no mostraron lesiones cancerosas 0 precancerosas en
esofago (Gelderblom et al., 1991, Voss ef él., 1989). En un estudio realizado en
“China, pudieron observarse cambios cancerosos en el pre-estémago de ratas
'alimentadas con maiz contaminado con F. verticillioides durante 554 a 701 dias (Li
ef al., 1980). Estas lesiones fueron observadas solo en 4 de 31 hembras. Sin
embargo, hasta el momento no existe un modelo animal que apoye la teoria que el
hongo puede estar relacionado con el cancer esofagico humano. Otros factores
‘como las nitrosaminas u otros agentes cancerigenos pueden estar contribuyendo
al incremento de cancer esofagico, e incrementando la actividad promotora de
cancer de las fumonisinas (Norred y Voss, 1994),
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Un estudio realizado con monos Vervet, los cuales recibieron alimento
contaminado con F. verticillicides y fumonisinas mostré la posibilidad que las
micotoxinas estuvieran involucradas con otras enfermedades de humanos. En
dicho estudio se encontrd respuesta aterogénica, relacionada con una respuesta
hiperco_lesterolémica, la cual se presentd con la alimentacion de una dieta que
contenia 5% de maiz contaminado con F. verticillioides. Los niveles de
fumonisinas presentes en la dieta fueron de 209 a 547 pg/ kg de peso vivo.
También se encontré en los monos evidencias de dafio hepatico (elevada
abtividad de la aspartato transaminasa), sugiriendo los autores que la respuesta
aterogénica fue secundaria al efecto hepatotdxico del hongo, sin embargo estos
estudios han intri'gado debido a la alta incidencia de ateroesclerosis en la region
norte de China donde la alimentacién se basa en el maiz no asi en el sur de
China, donde la dieta se basa en arroz (Chang ef al., 1991).

Los efectos toxicos de la contaminacion de maiz con F. verticillioides en el
"ganado y los 'posibles efectos en humanos, representan un serio riesgo al
desarrollo econdémico de productores de maiz y a la industria maizera. Muchos
trabajos se realizan para determinar los niveles de fumonisinas que representan
riesgos de salud, asi como se requieren el conocimiento de las formas de prevenir

la formacién de fumonisinas y destoxificar una vez contaminado el alimento.

9.  Mecanismo de accién de las fumonisinas

Hasta la fecha se desconoce el mecanismo por el cual las fumonisinas
inducen leucoencefalomalacia equina (LEME), edema pulmonar porcino (EPP) y
nefrotoxicidad/ hepatotoxicidad y carcinoma hepatocelular en ratas. Se han
desarrollado trabajos para tratar de entender el grado de responsabilidad de las
. fumonisinas sobre el incremento de incidencia de cancer hepatico en ratas y de
las lesiones en las enfermedades de animales, entre los que sobresalen los

relacionados con la alteracién del metabolismo de esfingolipidos en los animales

*
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enfermos y los que intentan explicar como las fumonisinas incrementan la
incidencia de cancer en ratas de laboratorio (Riley ef al., 1994b)

9.1. Alteracién del metabolismo de Esfingolipidos.

a. Evidencias /n vitro.

Los estudios sobre la cinética de la biosintesis de novo de esfingolipidos fueron
conducidos mediante la incorporacion de serina ¢ acidos grasos radioactivos
dentro de complejos de esfingolipidos de cadena larga (esfingomielina, glico-
esfingolipidos, etc.). La primera evidencia de que tas fumonisinas interferian en el
- metabolismo de esfingolipidos se observd en hepatocitos primarios de ratas
{(Wang et al, 1991), demostrandose que las fumonisinas By y B, inhibian l'a
incorporacién de serina (*C) dentro del acido hidrolizado de la molécula de
esfingosina. La ICso (IC = concentracion inhibitoria) de la FBy, en la biosintesis de
novo de esfingosina, en los hepatocitos fue de 0.1 M, indicando que la FB; y FB;
fueron potentés inhibidores en la ruta de novo para la biosintesis de esfingolipidos.
Estudios posteriores demostraron que las FBs, hidrolizados de FB, y las toxinas

AAL también fueron inhibidores (Merril ef al., 1993).

En animales el término “biosintesis de esfingolipidos de novo” se refiere al
paso enzimatico qué ocurre en el reticulo endoplasmico y empieza con la
condensacién de serina y palmitol coenzima A (Co-A) para formar alfa-queto-
esfingonina y dar lugar a fa formacién de ceramida (N—aciinesfingosina),' la cual se
forma por la reduccion del di-hidro-ceramida (N-acil-esfingonina).

En la ruta biosintética de novo la enzima esfingonina N-acil-transferasa
(ceramida sintetasa) es inhibida por las fumonisinas y las toxinas AAL (Merril ef af.,
1893; Wang ef al., 1991). Esta enzima cataliza la unién de un acido graso de la

‘cadena larga de la base esfingoide, esfingonina para formar di-hidro-ceramida. La

misma enzima tiene la habilidad para reacilar esfingosina, la cual es generada por
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la hidrélisis de complej'os esfingolipidos (Figura 2) por lo tanto el nombre colectivo
de sintasa ceramida (Riley et al., 1994a). '

Debido a que la inhibicién de la enzima esfingonina N-acil-transferasa ocurre
en forma aparente por competencia tanto por la esfingonina como por la estearoil
CoA, se hipotetizd que las fumonisinas interactuaban con los sitios de unién de
ambos substratos, sin embargo la inhibicién no fue reversible sugiriéndose que las
fumonisinas se unen fuertemente a la enzima (Merril ef al., 1993).

METABOLISMO NORMAL DE ESFINGOLIPIDOS

Serina + Palmitol Co-A

* 4
Esfingonina | Productos de
> degradacion de
' + esfingonina

Ceramida’

— i

Complejo de Esfinéolipidos

v !

Productos lipidicos

Pfoductoé de resintesis
de esfingolipidos :
*. Productos de
5 Esfingosina > Degradacion
de
! ) * . Esfingosina
Esfingosina de la dieta

Figura 2. Metabolismo de esfingolipidos en células sanas de mamiferos (Riley et
al., 1994a).

La esfingosina es un amino alcohol de larga cadena insaturada y es la base
esfingoide mas frecuente de los esfingolipidos de mamiferos. En los hepatocitos
primarios de ratas, durante el tiempo de la incorporacion de la serina ('C) dentro

de la esfingosina, el complejo esfingolipido fue bloqueado por la fumonisina By La
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esfingonina es similar a la esfingosina excepto porque en ésta no se presenta
doble ligadura en el enlace 4 (base esfingoide saturada). El tnico esfingolipido en
células de mamiferos que contiene esfingonina es la di-hidro-ceramida (N-acil-
esfingonina), formada por N-acilacion de la esfingonina (Riley et al, 1994a).

Puesto que la presentacion de esfingosinas libres en células de mamiferos
es siempre producto del catabolismo de esfingolipidos y la presencia de
esfingoninas libres son intermediarios de la ruta biosintética de novo de
esfingolipidos, ambos grupos esfingoides se encuentran siempre en
concentraciones bajas en células sanas. Por lo que elevadas concentraciones
pueden afectar el crecimiento de las celulas y dafiar su integridad (Merril Jr.,
1991), lo que ha sido asociado con defectos genéticos en la biosintesis de
esfingolipidos. |

En résumen, hasta ahora se ha demostrado que' algunas de las
consecuencias de la inhibicion de la esfingonina (esfingosina) N-aciltransferasa
por las fumonisinas en estos modelos celulares son: a) inhibicion de la biosintesis
de novo de esfingosina; b) acumulacion de esfingonina Iibre' (Wang ef al., 1991;
Yoo et al., 1992); c) reduccion del complejo esfingolipido (Merril ef al., 1993; Wang
et al., 1991); d) incremento de los productos de degradaciéh por el catabolismo de
las bases esfingoides (Merril Jr., 1991; Merril ef al., 1993); e) incremento de
productos lipidicos derivados del a_umento.de productos de degradacion de las
bases esfingoides (Smith y Merrit, Jr., 1993) y f) incremento de esfingosina libre

(Merril et al., 1993; Yoo et al, 1992) posiblemente por la inhibicion de la

reacilacion de la esfingosina derivada tanto de la dieta o del catabolismo de

complejos de esfingolipidos (Figura 3).

Otros estudios han demostrado qUe la FB, inhibe la proliferacion celular y
-es citotoxica en diversos tipos de célmas (Shier et al., 1991; Yoo ef al., 1992). Es
incierto si las bases esfingoides libres, los complejos de esfingolipidos y sus

productos de degradacion jueguen un papel importante en la regulacion del
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funcionamiento, proliferacién, diferenciacion y crecimiento celular (Hanada ef
al,1992; Menmill Jr., 1991). Por lo que la elevacion intracelular de bases
esfingoides libres es s6lo un efecto de las fumonisinas en la alteracion del

metabolismo de esfingolipidos, lo que puede ser la causa de la alteracion celular,

ALTERACION DEL METABOLISMO DE ESFINGOLIPIDOS

Serina + Palmitol Co-A P
ESFINGONINA (+) PRODUCTOS DE
» DEGRADACION
. DE ESFINGONINA ;
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| Ceramida | q—— (+)
- -)
(-) l T
— DUC
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+
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"Figura 3. Alteracion del metabolismo de esfingolipidos en células de mamiferos
expuestas a fumonisinas. ® = Blanco bioquimico primario de inhibicion de la
esfingonina (esfingosina) N-aciltransferasa (Riley et al., 1994).

Estudios adicionales han mostrado estimulacion de la sintesis de ADN en
células Swiss 3T3 (Schroeder et al., 1994), efecto de la FB; sobre la mitosis, lo
que apoya la hipotesis de gque la inhibicion de la esfingonina (esfingosina) N-acil-

transferasa y la resultante alteracion del metabolismo de esfingolipidos son los
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eventos primarios que conducen en cascada a otros eventos bioquimicos que
alteran la regulacién celular y dafian su integridad (Riley et al., 1994 a).

b. Evidencias In vivo.

Debido que en cultivos celulares la relacién de esfingosina libre con
esfingonina libre demostré ser un marcador dimensional de la alteracion del
metabolismo de esfingolipidos por las fumonisinas, se hipotetizé que la alteracion
en el metabolismo de esfingolipidos en higado (u otros 6rganos) de animales que
consumen fumonisinas 6 alimentos contaminados con la micotoxina pudiera ser
detectada por el incremento de la relacién esfingonina:esfingosinas libres en
suero. Esta hipdtesis fue probada en una serie de estudios utilizando suero y
tejidos obtenidos de ponies, c‘erdos, pollos y ratas. El primer estudio (Wang et al.,
1992) se realizé con muestras de suero de ponies alimentados con material que
contenia FB4, observandose incremento en la relacién de los grupos esfingoide

libres. El complejo esfingolipido disminuyd en suero. Observandose decremento
" en dicha relacién al retirar el consumo de alimento. |

En reciente estudio dietas formuladas con material cultivado con F.
proliferatum, conteniendo predominantémente' FB, 6 FB3a 75 pglg: se encontro
que las dietas que contenian FB; causaron LEME y que la dietas con FB3; no la

caﬁsaron. ni fueron tan poténtes como las FBy y FB, (Ross et al., 1994). Los
~ cambios en suero respecto ala relacién de Ios'grupos_ esfingoides apoyaron
dichas conclusiones, sin embargo, mientras que la FB; no causé LEME o
cualquiera indicacién_de hépatotoxididad  0 nefrotoxicidad, la concentracion de
~ esfingonina y la relacién de los grupos esfingoides fue significativamente elevada
en suero, higado y rifiones de los ponies. El incremento detectado en suero y
tejidos de ponies alimentados con dietas que contenian FB; fue mayor que el
observado en los ponies alimentados con FBi. Similares estudios se han
conducido en cerdos (Haschek et al,, 1993; Riley et al., 1993a).




33

Basados en los estudios realizados en cerdos, se hicieron Ia§ siguientes
conclusiones: a) la alteracion de la biosintesis de esfingolipidos ‘en higado,
pulmones y rifiones ocurre a baja boncentraciones de fumonisinas; b) la elevacion
de esfingonina libre, de la relacién de los grupos ésﬁngoides y el agotamiento del
complejo esfingolipido ocurre antes de que se presenten cambios bioquimicos en
suero que indican que el dafio tisular es elevado; y c¢) la FBy pura y dietas de maiz
contaminadas .naturalmente con fumonisinas, ambas alteran la biosintesis de
esfingolipidos principalmente en higado, pulmones vy rifiones, siendo menor el

dafio en otros tejidos (cerebro, pancreas, nddulos linfaticos y musculo esquelético)
(Haschek et al., 1993). |

En ratas Sprague Dawley alimentadas, con dietas conteniendo FB¢ por 4
“semanas se observd estrecha correlacion entre la severidad de los cambios
estructurales observados en higado y rifion y la elevacion de esfingonina libre y la
relacién esfingonina:esfingosina (Riley et al., 1994 a). Otros estudios in vivo con
pollos (Weibking et al., 1993), peces y conejos dosificados intravenosamente con
fumonisinas o. consurﬁiendo dietas contaminadas mostraron similares hallazgos. A
fin de entender como la alteracion del metabolismo de esfingolipidos por las
fumonisinas puede conducir é las enfermedades, es necesario comprender el
papel que juegan los esfingolipidos en la funcién celular.

9.2, Revision del papel regulatorio de los esfingolipidos.

El mantenimiento de niveles bajos de bases esfingoides libres en los tejidos
es importante debido a que estos compuestos tienen una actividad biolégica
intrinseca irhportante Yy pueden ser citotoxicos en concentraciones elevadas. Por lo
tanto elevacion intracelular de bases esfingoides libres alterara el mecanismo de
regulacion normal dentro de las celulas. Ademas, el complejo esfingolipido tiene
numerosas funciones en las membranas celulares, incluyendo estabilizacién de la

membrana, aceptacion de proteinas y lipidos, capturando elementos
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citoesqueléticos y en el reconocimiento célula-célula, por lo que el agotamiento de
esfingolipidos puede afectar la funcién normal de la célula. |

La alteracién en la regulacion del complejo esfingolfpido, como la
esfingomielina resulta en la formacion de mensajeros secundarios de lipidos, estos
mensajeros secundarios y los sistemas efectores (ejem. ceramida y productos de
degradacién de esfingolipidos), se ha demostrado o hipotetizado, que actian
.c‘omo sefiales intracelulares para poner en marcha o detener procesos dentro de
la célula que incluyen la expresion de los genes, activacion o inactivacion de
proteinas especificas como la proteina C quinasa y la fosfatasa acido fosfatidica,
apoptosis, la regulacién de factores de crecimiento y otros sistemas de sefiales
intracelulares. Todos estos procesos estan intimamente conectados a los
procesos de crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular (Riley et al., 1994b).

9.3. Posibles mecanismos de las fumonisinas como inductores de cancer.

Existen diversos mecanismos que pudieran explicar el efecto cancerigeno
de las fumonisinas. La carcinogenicidad frecuentemente se define como la
presentacion de tres fases distintivas: iniciacion (cambios genéticos), promocion

(expansion clonal de células iniciadoras) y progresiéon (conversidn maligna)
(Harris, 1991). ' '

Quimicamente 'los agentes cancerigenos se han clasificado como no
genotdxicos (que no causan dafio al ADN}), indirectamente genotoxicos (aquellos
que causan dafo en rutas celulares y que posteriormente dafan el ADN) y
directamente genotoxicos (de accién cancerigena directa). Los agentes no

| genotéxicos pueden actuar junto con los canéerigenos y entre ambos ocasionar el
desarrollo de cancer en los diferentes estados.

Las fumonisinas, son agentes no genotéxicos (Gelderblom et al., 1991),
sugiriendose que el mecanismo de incremento de riesgo de cancer ocurre por

aumento en la proliferacién celular producida por efecto mitogénico a células
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blance o por proliferacion celular regenerativa subsecuente a la citotoxicidad
(Cohen y Eliwein, 1990). Aunque esta propuesta no es aceptada universalmente,

provee los medios para conocer el papel que juegan las fumonisina en relacion al
cancer.

Agentes no genotdxicos pueden también actuar disminuyendo la reparacion
del ADN o durante la replicacion del ADN, o bien inhibiendo la ruta por la cual se

detiene el ciclo celular o se induce la apoptosis en respuesta del dafio acumulado
del ADN (Weinstein, 1991).

10. Incidencia de F. verticilh'oides y fumonisinas en maiz.

Existen reportes de contaminacion por F. verticillioides en diversos paises,
influyendo las condiciones ambientales del afio de cosecha y. la localizacion
geografica. Este hongo resulta ser la especie mas frecuente en el riaiz amarillo y
blanco. En Estados Unidos, en los afos de cosecha de 1991 y 1992 se reportd un
rango de infeccion del 28 al 94% por especies de Fusarium, existiendo en 1991
mayor contaminacion por F. verticillioides en el maiz amarillo, especialmente en el
maiz molido, en tanto que durante la cosecha de 1992 se encontré principalmente
F subglutinans en maiz blanco, lo cual pudo ser debido a las condiciones
himedas y frias que prevalecieron durante el afio, lo que favorecié la invasion de

otras especies de Fusarium (Bullerman y Draughon, 1994; Bullerman y Tsai,
1994).

El analisis en diferentes muestras de maiz y sus fracciones, permitid
_ determinar la pr_e-sencia de diversas especies de Fusarium, ademas se encontré
mayor . contaminacidon en las fracciones del germen y salvado, siendo
consistentemente alto el desarrollo de unidades formadoras de colonias (UFC gh,

mientras que en las hojuelas de maliz se cbservé menor contaminacién (Tabla 3).
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La alta prevalencia del hongo en el germen y salvado puede ser indicativo

de la localizacién del hongo en el germen, bajo el pericarpio, asi como la baja

contaminacion o ausencia en las fracciones de hojuelas, y puede explicar porqué

el cereal de maiz consistentemente se encuentra libre de fumonisinas (Katta,

1994).

Tabla 3. Conteo de Fusarium en el maiz y en diferentes presentaciones (Katta,

1994).
o Conteo de Fusarium (UFC g".)
n?:ést:‘:a ";EZ )c ;i:r" Presentaciones de maiz
Fusarium Salvado Germen Hojuelas Harina

10493 25 <100 4800 <100 1600
11193 28 2000 8900 <100 <100
11893 24 < 100 - 6000 <100 .900
12593 21 <100 16000 <100 100
20193 23 1000 350 <100 <100
20893 20 . 4000 <100 <100 1300
21593 20 <100 4200 <100 1400
22293 13 <100 100 <100 100
30193 13 <100 300 < 100 <100
30893 17 <100 4600 <100 2700
31593 10 <100 2900 - <100 600
32293 12 64000 9400 <100 100

Promedio 19 5600 5200 <100 730

En investigaciones desarrolladas en Argentina se evalud la contaminacion

por especies de Fusarium

en diferentes estados de madurez del maiz,

encontrandose F. verticillioides como la especie de mayor prevalencia durante las

etapas finales de madurez, mientras que F. proliferatum se encontr6 en altos
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niveles en los estados de madurez intermedios, lo que concuerda con lo reportado
en otros estudios (Chulze ef al., 1996; Doko et al., 1995).

Estudio realizado al noreste de la Republica Mexicana permitié el
aislamiento de F. verticillioides en 61% de las mazorcas analizadaé, presenténdo
el 97% de las cepas éapacidad productiva de fumonisinas, con un rango de 10 a
9,000 ppm (Desjardins et al., 1994).

10.1. Fumonisinas en el maiz y sus productos.

Investigaciones relacionadas con la incidencia de fumonisinas en diferentes
genotipos de maiz cultivados en Europa y Africa, reportan altos niveles de
contaminacion en ltalia, Portugal y Zambia, con incidencia del 100%,
encontrandose niveles de f.um'onisinas (FB{ + FBy) de 2850, 4450 y 1710 ng/g
' respectivamente. Se observé una tendencia general de alta contaminacion en
genotipos de maiz de madurez tardia o de endospermo tipo dentado, 'aunque .
témbién las condiciones ambientales del area especifica de cultivo ]uegan un

papel importante en la formacién de fumonisinas en el maiz, se requieren estud|os
| que valoren la interaccion genotipo-area-estacion (Doko ef al., 1995)

El rango de concentracion reportado por presentacion natural en maiz
asociadd cbn cancer esofagico es de 0.0 a 10 500 ng/g (ppb) en maiz considerado
como "sano" y entre 600 y 63 200 ng/g en maiz obviamente "mohoso” (Hopmansy
Murphy, 1993; _Sydenham et al., 1991). Los niveles de fumonisinas en alimentos
de animales asociados con brotes de leucoencefalomalacia equina se encuentran
entre 1300 y 150 000 ng/g de FB;, 100 y 23 000 ng/g de FB;, mientras que los

niveles asociados con el edema pulmonar porcino son 105 000 a 155 000 ng/g de :
FB, (Colvin et al., 1993, Haschek et al., 1992).

El maiz considerado "sano" puede o no tener correlacion entre los niveles
de fumonisinas y el ntimero de unidades formadoras de colonias (UFC g™') de este .
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hongo, sin embargo existe cuando los datos se expresan en incidencia (porcentaje
de infeccion del grano) (Rheeder et al., 1992; Sydenham ef al., 1992b).

Los derivados de alimentos analizados para evaluar la contaminacion con
fumonisinas, incluyen maiz parcialmente molido, harina, cereal, tortillas, totopos,

palomitas y torta de maiz. La Tabla 4 muestra los niveles de fumonisinas en harina

de maiz comer'cial'de muestras obtehidas de Canada, Egipto, Peri, Estados

Unidos y Sudéafrica (Sydenham et al., 1991).

Tabla 4. Niveles de fumonisinas en harina comercial (Sydenham et al., 1991).

Niveles de fumonisinas (ng/g)

Pais No. de muestras FB, FB,
Canada 2 0-0.05 0
Egipto 2 1.8-3.0 0.5-0.8
Perd 4 0-0.7 0-0.1
Sudafrica 52 0-0.5 0-0.1
Estados Unidos 17 0-2.8 0-0.9

Estudios conducidos por la FDA en alimentos obtenidos de supermercados
en el area de Washington, D.C., reportaron la mayor contaminacion por

fumonisinas en harina y en maliz parcialmente molido, moderada en pan y bajos

niveles en tortillas y totopos (Stack y Eppley, 1992).

- En Suiza la mayor contaminacion prevalecio “en dichos productos,
| encontrandose en el 75% de las muestras niveles por debajo de 0.1 pg/g (Pittét et
al., 1992). En campos de Argentina se reporto la presencia de F. verticillioides y
fumonisinas, la mayoria de las muestras tu'vier_on niveles de fumonisinas mayores

de 2 pg/g y algunos fueron tan altos como 6-10 ug/g. El rango de contaminacién
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por F. verticillioides fue de 10 000 a 700 000 UFC g™, estos niveles se presentaron
en el maiz aparentemente sano (Sydenham et al., 1993).

Doko y Visconti (1993) indican contaminacion en maiz y sus productos en

ltalia, los niveles presentes fueron de 0.01 a 6.8 pg/g. De 26 genotipos de maiz,
cuatro mostraron niveles superiores a 1 pg/g, conteniendo el maiz comercial

| niveles mayores de 2 pg/g, mientras que los productos de maiz con mayor

- contaminacion fueron la harina, el maiz inflado y la polenta (un tipo de harina).

Ueno et al. (1993) en un estudio realizado en China, Japdn y Nepal
encontraron en el maiz entero niveles de FBs de 0.6 a 4.1 ng/g y en gluten de

maiz los niveles fueron de 0.3 a 2.4 pg/g, demostrando que la incidencia de
-fumonisinas a nivel mundial en el maiz es similar a los niveles encontrados en el
maiz de Asia (Castelo ef al.,, 1998; Murphy et al.,, 1993; Sydenham et al., 1991;
Sala et al.; 1994; Viquez et al., 1996). '

11. Efecto de los procesos éobre la estabilidad de las fumonisinas.

Los estudios que han reportado la presencia de fumonisinas en el maiz y en
los productos para consumo humano, muestran altos niveles en el maiz entero asi

‘como en productos que se han sometido al menos a procesos minimos como la
molienda.

Los productos con un nivel mayor de procesamiento como los cereales

hojueleados y' de maiz inflado tienden a ser negativos o presentar niveles bajos

de fumonisinas. Sin embargo, estos resultados deben tomarse con precaucion

debido a que proceden de estudios con un nimero limitado de muestras
(Bullerman y Tsai, 1994).

Existe limitada informacion respecto al efecto de los procesos sobre la
estabilidad de las fumonisinas. Hasta ahora la fumonisina 81 ha sido considerada
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como un compuesto estable al calor. Alberts ef al. (1990) reporté que material
cultivado con F. verticillioides sometido a ebullicion durante 30 minutos seguido
por deshidratacion a 60°C por 24 horas no presentd cambios o pérdida en los
niveles de FB,. Recientemente Scott y Lawrence (1992) demostraron la
recuperacion del 40% de las FBy y FB; después del calentamiento de maiz a
190°C, no recuperandose a 220°C (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de la temperatura sobre fumonisinas en harina de maiz
(Scott y Lawrence, 1992)..

Recuperacién (%)
Subsfra_to °C minutos FB, FB,
Harina de maiz 22 60 69 65
22 60 77 79
190 60 42 38
220 25 0 0
Harina de maiz + 22 60 -' 39 41
H0 (1+1) 22 60 63 76
190 | 60 17 21
190 60 23 32

El estudio sobre el efecto de los procesos es complicado por la escasez de
métodos analiticos propicios. Las fumbnisinas tienen el inconveniente que no
siempre son extractadas y recuperadas de diferentes matrices, la mayoria de los
métodos trabajan mejor en la recuperacion a partir de maiz. Una vez que el maiz
ha sido calentado o procesado, la extraccion normal no recupera o mide el total de

las fumoniSinas. El calentamiento del maiz y de muestras de alimentos

presentaron decremento en la eficiencia de extracciéon por los métodos actuales

(Bordson ef al., 1993). |
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Los niveles de fumonisinas pueden reducirse 50% o mas después del
calentamiento, pero el substrato permanece téxico. La toxina posiblemente
permanece atada a la matriz del alimento y llega a no ser recuperada, por lo que
es muy importante distinguir entre la descomposicion y la adhefencia de la toxina
_ en la matriz del alimento (Bullerman y Tsai, 1994).

Por ofra parte, los métodos analiticos d‘gben ser capace.s de detectar
productos hidrolizados de las fumonisinas que permanecen toxicos en los
‘alimentos como la tortilla. La nixtamalizacién, proceso térmico-alcalino para la
-elaboracion de la tortilla, remueve la FBy, pero resulta en la formacion de
productos hidroliticos que permanecen toéxicos (Hendrich et al., 1993; Sydenham
et al, 1991), estos productos hidrolizados son de gran interés ya que algunas
investigaciones sugieren que poseen los mismos efectos toxicolégicos in vitro
(Gelderblom et al.,, 1993) y la misma actividad promotora de cancer hepatico in
vivo (Hendrich ef al., 1993) que la fumonisina original. '

11.1. Proceso de nixtamalizacion.

La nixtama.lizacién, método tradicional para la elaboracion de tortillas,
involucra el cocimiento de maiz entero en agua conteniendo 1% de hidréxido de
calcio, seguido de un periodo de reposo. El liquido de cocimiento {agua de
nejayote) es descartado y el grano cocido {nixtamal) es lavado para remover el
pericarpio y el exceso de calcio. El nixtamal se muele para obtener la masa la
cual es preparada y cocida para producir las tortillas (Serna-Saldivar ef al., 1990).
El alto pH del sistema alcalino parece promover la ionizacion de los grupos hidroxi
en el almidén, produciendo ligaduras del almidén con el calcio (Dombrink-
Kurtzman y Dvorak, 1999). Este tratamiento pu.ede hidrolizar a la fumonisina B;

‘original a hidrolizado de fumonisina By (HFB;) denominado aminopentol (AP}
(Figura 4).
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La reaccién involucra la pérdida de dos moléculas de propano-1,2,3-acido
tricarboxilico (acido ‘tricarbalilico) lo que ocasiona la hidrdlisis de FB; a
, aminopentol (Sydenham et al., 1995). El tratamiento con hidroxido de calcio en
maiz molido y entero conteniendo FB, a temperatura ambiente durante 24 horas
ocasioné la pérdida considerable de FB¢ y la aparicién de AP; en la fraccidon
:acuosa del calcio, ademas de detectarse FB, parcialmente hidrolizada y una
mezcia de monoésteres (Shephard et al., 1994).

OH
OH OH

| D

L |

CH; OH CH; OH NH,

Figura 4. Estructura quimica del hidrolizado de FB; (AP;).

~ EI AP, y el correspondiente producto hidrolizado de FB2 (AP3) fueron mas
téxicos que los correspondientes FB4 y FB3 en algunos 'cuitivo's celulares (Abbas et
‘al., 1993, Gelderbldm el al, 1993). Sin embargo, el AP no fue iniciador de cancer
en el higado de ratas, aunque la FB4, FB; y la FB3 lo fueron (Gelderblom et al.,

1993); la escasa absorcion de los compuestos pudo ser la posible explicacion.

Los productos nixtamalizados producidos en México no han sido
examinados, por lo que deben conducirse investigaciones en productos a base de
maiz como las tortillas para detectar la presencia de fumonisinas (nativas e
hidrolizados) dado el alto consumo por la poblacion. |
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12, Metodologia analitica para ia deteccion de fumonisinas.

En la actualidad se citan 2 métodos de extraccion mediante solventes
polares (metanoifagua o bien acetonitrilolagua)‘; seguido de limpieza mediante

+ ¢columna de intercambio i6nico (SAX) o via columna C4 de faéé'de reversa
Sep-Pak ( Waters Associates, Milford) (Stack, 1998). |

Para la deteccion de las fumonisinas mediante cromatografia de liquidos

o cromatografia de capa fina se requiere derivatizacién con agentes fluorescentes
como fluorescamina, OPA (o-phthal-di-aldehido) 6 el NAD (2,3 dicarboxi-aldehido-
'naftaleno), mientras que para cromatografia de gases-espectometria de masas
(CG-EM) se requiere la hidrélisis de bases, a fin de remover los grupos de

~ é&cidos tricarboxilicos y la derivatizacion de gru'po amino para aumentar la
volatilizacion. La ventaja del método de CG-EM, es que combina la cuantifica.cién
de la fumonisina con la confirmacion estructural, pero se requiere de tiempo

considerable para su analisis y de equipo costoso (Rothinghaus ef al., 1992;
Tejada et al., 1994).

El método mas usual para la deteccidn de fumonisinas en alimentos es
mediante cromatografia de liquidos, el cual permite la separacion de las
fumonisinas FBy, FB, y FB; en 16 minutos mediante un sistema de solventes y

permite un limite de deteccion de 50 ng/kg (Rice y Frank 1994; Sydenham ef al.,
1992h).

El método de cromatografia de capa fina tiende a separar e identificar
~ eventualmente las fumonisinas, pero es de escasa sensibilidad, siendo el limite
de deteccién de 50 ng/kg (Rothinghaus et al,, 1992),

Con el desarrollo de la tecnologia de anticuerpos monoclonales vy
- policlonales en aplicaciones analiticas, particularmente en el terreno de las -
micotoxinas, se hace posible el analisis rapido y confiable de contaminacién con
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. métodos de bajo costo. Se ha desarrollado para la inspeccion de alimeritos, la
técnica ELISA (Ensayo Inmunoabsorbente de enzima Iigada)' y el método de
Inmunocromatografia (Azcona ef al., 1992).

La técnica' de ELISA consiste en poner en contacto el anticuerpo especifico
de la toxina, presente en la superficie de la microcelda, con la toxina extractada
de !a muestra, mezclar con la solucion del conjugado (toxina marcada
quimicamente o conjugada con la enzima), donde compiten por los sitios de
-acoplamiento y después del periodo de incubacion, la toxina y el conjugado libres
son lavados para posteriormente agregar el substrato y obtener el cambio de color
por efecto del conjugado. A mayor conjugado ligado a anticuerpos mayor
coloracién (Tejada ef al., 1994). Entre los métodos que utilizan anticuerpos se
incluyen las técnicas inmunoenziméticas (Agri-Screen y Veratox de Neogen), las .
cuales se basan en la téénica de ensayo inmunoabsorbente mediante enzima
ligada (ELISA) (Ware et al., 1994). |

Investigaciones realizadas para la deteccion de fumonisinas en productos

| nixtamalizados han mostrado interferencia por el calcio presente en las tortillas. Se
analiz6 la 'presencia de fumonisinas en tortillas utiizando columnas para
extraccion y limpieza C4g fase de reversa y derivatizacion con o-phaldi-aldehido y
2-mercaptoetan'oi, obteniendo un porcentaje de recuperacion de 86.5% para FBq y
de 82.6% para MFB,. Los contenidos de FB4 e HFB4 en las tortlllas obtenidas en la

| frontera. de Texas-México fueron de 187 y 82 ng/g respectivamente. En masa
fueron de 262 y 64 ng/g. Los resultados encontrados en el estudio mostraron que

la FB1y su hidrolizado se encuentran presentes en las tortillas consumidas por la
poblacion {Stack, 1998).




M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Fusarium verticillioides, hongo productor de las fumonisinas, se ha
encontrado a nivel mundial principalmente en cereales como el maiz, algunos
estudios reportan incidencias mayores'del 90%. En la planta de maiz puede
. ocasionar germina'cic')n prematura y pudricibn de la mazorca, enfermedades que
ocasionan decremento en el rendimiento del grano y grandes pérdidas
econdmicas en la cosecha.

Las fumonisinas son responsables de la leucoencefalomalacia equina y del
edema pulmonar porcino. En algunos paises se encuentran estrechamente
refacionadas con la alta incidencia de cancer esofagico humano y de defectos en
tubo neu'ral de recién nacidos. Actualmente se estudiah _medidas de control,
durante el cultivo, que permitah, incrementar la resistencia de la planta a los dafios
por fitopatdgenos asi como la produccion de fumonisinas.

~ La alta incidencia de fumonisinas en el maiz y en sus productos, en
diversos paises, ha conducido al estudio de los efectos de los procesos a los que
~se somete el maiz con el propdsito de evaluar la estabilidad de dichas
micotoxinas. Entre Ids procesos que se han estudiado se encuentra la
nixtamalizacion, que reduce los niveles de fumonisinas, sin embargo, se ha
detectado Ia formacion de productos hidrolizados, compuestos que permanecen
toxicos en el alimento. Sin embargo, hasta la fecha las investigaciones realizadas
en productos nixtamalizados han sido conducidos en otros paises, bajo
condiciones diferentes a las del proceso tradicional de la tortila en México.

Como el maiz es la base de la alimentacion en México, se debe evaluar el
riesgo de exposicion a su contaminacién por F. verticillioides y fumonisinas, para
establecer medidas de control en regiones altamente contaminadas, ademas de
determinar la eficiencia del proceso de nixtamalizacion sobre pfoductos
procesados como las tortillas, de alto consumo humano.
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IV. JUSTIFICACION

El maiz en Meéxico es la base de la alimentacién de la poblacion humana y
se incorpora a raciones balanceadas de animales. Durante el cultivo vy
almacenamiento se requieren medidas de control que eviten pérdidas en el
rendimiento de la cosecha, en la calidad nutricional asi como en la inocuidad del
grano y sus productos. |

El monitorear la contaminacion por Fusarium verticillioides y fumonisinas en
grano de maiz, se considera una de las medidas para determinar el riesgo de
exposicion de su consumo, ya que junto con estudios epidemiologicos se puede
establecer el riésgo a la salud de humanos y animales.

Por ofra parte, el valorar la capacidad productiva de fumonisinas por cepas
de F. verticillioides aisladas en localidades consideradas de alta produccién en
- maiz, permitira determinar si las cepas nativas puedan ser consideradas de mayor

riesgo toxicoldgico, puesto que cepas de alta capacidad productiva se encuentran
~ relacionadas con la presencia de cancer. '

Es relevante considerar la eficiencia de los procesos a los que se somete el
maiz para la produccién de alimentos, como la nixtamalizacion, proceso para la
“elaboracion de la tortilla, lo cual permitira establecer si existe reduccién de los
niveles de fumonisinas y formacion de productos hidrolizados bajo las condiciones
tradicionales que se realizan en molinos de nixtamal.
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V. HIPOTESIS

Es posible encontrar elevada contaminacioén por Fusarium verticillioides en
el malz cosechado en el Estado de Jalisco, con alta capacidad productiva de

fumonisinas, lo que resulta potencialmente tdxico para humanosy animales que
lo consumen.

El proceso'de nixtamalizacién y elaboracion de Ila tortilla permite la

reduccién de los niveles de fumonisinas produciendo hidrolizados de fumonisinas.
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VI. OBJETIVOS

GENERALES

1. Deteccion de Fusarium verticiflioides y fumonisinas en el maiz cultivado en

localidades de.alta produccién agricola de Jalisco.

2. Evaluar el efecto de la nixtamalizacion sobre los niveles de fumonisinas y la

produccion de sus hidrolizados en el nixtamal, masa y tortilla.

ESPECIFICOS

1.1,

1.2.

1.3.

1.4,

21,
22,

2.3.

Determinar el porcentaje de incidencia de F. verticillioides en maiz blanco

cosechado en Huejotitan, municipio de Jocotepecy de Ameca, Jalisco.

Detectar los niveles de fumonisinas en las variedades de maiz UDG 600,

UDG 601 y UDG 602 cultivadas en Ameca y en el maiz cosechado en
Huejotitan. | o

Establecer si existe relacion estadistica entre el dafo visual de la mazorca, el

numero de unidades formadoras de colonias (UFCIg de maiz) y los niveles de i

fumonisinas presentes en el maiz.

Valorar la capacidad productiva de las cepas de F. verticillioides aisladas en el
maiz bajo condiciones "in vitro”.

Monitorear los niveles de fumonisinas en masa y tortillas que se expenden en
la zona metropolitana de Guadalajara.

Evaluar la eficiencia de la nixtamalizacion y elaboracion de tortilla sobre los
niveles de fumonisinas en los productos del maiz (nixtamal, masa y tortilla).

Cuantificar la produccion de hidrolizados de fumonisinas durante el proceso
tradicional de nixtamalizacién.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

E! presente estudio se realizd en el Laboratorio de Micotoxicologia .de!
Departamento de Salud Publica del Centro Universitario de Ciencias Biologicas y
Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara y en el lL.aboratorio de
Micotoxinés del Departamento de Botanica del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México. |

7.1. Deteccion de F. verticillioides y fumonisinas

7.1.1. Muestreo

Se realiz6 un muestreo aleatorio en 4 parcelas localizadas en Huejotitan
Municipio de Jocatepec, ubicadas en un radio aproximado de 3 km de la zona
urbana, a una latitud norte de 20° 21’ , una longitud oeste de 103? 29’ y una
altitud de 1552 msnm. Se analizaron cinco mazorcas de maiz blanco semidentado
por parceta (n= 20) y se trasladaron al Ia'boratorio para su analisis. El muestreo se
realizé al término de la cosecha de junio — noviembre de 1996.

Se realizé otro muestreo aleatorio en una parcela localizada en el Centro
Experimental Agricola del CUCBA, en Ameca, localizado a una flatitud 20° 33’N',A
longitud 104° 03' W y altitud de 1225 msnm, donde se obtuvo un total de 90
mazorcas maduras (30 de cada variedad) de las variedades de maiz tipo amarillo
semidentado UdG 600, UdG 601 y UdG 602, se trasladaron en bolsas de papel

estraza para su analisis al término de la cosecha de junio — noviembre de 1997
(Figura 5).

Para el andlisis de las muestras, tanto de Huejotitin como de Ameca,
Jalisco, las mazorcas se separaron de acuerdo a la clasificacion del dario visual

descrita por Rodriguez (1994), tomando la Escala mostrada en la Figura 6.
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Figura 5. Localizacion del area
de muestreo
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Figura 6. Escala de clasificacion del dafio visual de las mazorcas _ :
- (Rodriguez, 1994). ,
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7.1.2. Aislamiento e identificacion de F. verticillioides .

El aislamiento del hongo se realiz6 a partir de muestras de maiz de campo de
ambas localidades, cosechadas, secadas y molidas previamente. Se aplico la .
siguiente técnica. Figura 7. '

1. En un tubo de ensaye se colocd 1 g de muestra con 9 mL de agua destilada
estéril (dilucion 1/10 ) y se agitd durante 30 segundos. |
2. Se pasod 1 mL de la dilucién a un segundo tubo con 9 mL de agua destilada

(dilucién 1 /100) y se agité durante 30 segundos, posteriormente se hizo una

tercera dilucion en un tercér tubo (diluciéon 1/1000 ).

3. Se agregd 0.1 mL de cada dilucién sobre el medio selectivo de Nash-Sneider
disperééndose con una varila de vidrio previamente esterilizada. Se

prepararon 3 repeticiones por muestra.

‘4. Se incub6 durante 4 a 5 dias a una temperatura entre 20 y 25 °C y se

procedié a la identificacién de la especie y a la cuantificacion de unidades
formadoras de colonias (UFC).

5. Se seleccionaron las cajas de Petri de la dilucién donde se desarrollaron entre

10 y 100 colonias, el nimero de UFC se multiplicé por 10 y luego por el ;
denominador de la dilucién correspondiente (10, 100 6 1000).

Prépéracién det medio Nash - Sneider:

Contiene: 1559 Difco peptona
. 10g  KH.PO,
059 MgSO0,4
_20;0 9] Agar bacteriol6gico
109 Penta-cloro-nitro-benceno (terraclor)

1000 mL Agua destilada

£l medio se ajustd a un pH de 5.5 a 6.5, con HCL 0.1 N, se esteriliz6 en
autoclave a 15 |b durante 20 minutos, se le agregaron 20 mL de sulfato de

estreptomicina en solucion (5 g de estreptomi'cina; 750 unidades de estreptomicina
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base/mg en 100 mL de agua destilada) y 12 mL de sulfato de neomicina en

solucién (1 g de sulfato de neomicina, 702 mg de neomicina base/mg en 100 mL

de agua destilada) por cada litro, posteriormente se distribuyo a las cajas de Petri

previamente esterilizadas.

Siembra en medio selectivo de Nash-Sneider a 3 diluciones
(1:10, 1:100 y 1:1000} e incubacién a 25°C durante 5 dias

Cuantificacion de
UFCg™ de maiz

Siembra en medio
de agar papa

dextrosa

Siembra en medio
de
agar agua-KCl

Microcuttivo

Caracteristicas
' macroscépicas
de las colonias

Identificacion de
cadenas tipicas de
F. vetticillioides

Caracteristicas
microscopicas de
F. verticiflioides

Técnica de identificacion de

especies de Fusarium

Figura 7. Aislamiento e identificacion de F. verticillioides (Nelson et al., 1983).

La identificacion de la especie se hizo a partir de colonias aisladas, en el

medio selectivo para especies de Fusarium, las cuales se seleccionaron por sus

caracteristicas tipicas de crecimiento descritas en el Manual de Nelson et al.

(1983). Después se resembraron en papa dextrosa agar (PDA), en agar agua-

' KCI (5 g de KCi + 15 g de agar bacteriolégico en un litro de agua destilada) y en

microcultivo.

L
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7.1.3. Cuantificacion de fumonisinas en maiz de campo.

La deteccion vy cuantificacién. se realizd mediante la técnica de
cromatografia por inmunoafinidad y deteccién fluoromeétrica (Ware ef al., 1994).
(Figura 8).

Se colocaron 50 g de muestra con § g de cloruro de sodio en una licuadora.

2.  Se agregaron 100 mL de metanol al 80% y se licu6 a alta velocidad durante
1 minuto. _

3. Se filtrd en papel aflautado de poro fino y se colectd en un vaso de
precipitado. _ _

4.  Se diluyeron 10 mL de extracio filtrado en 40 mL de solucién amortiguadora
de fosfatos (PBS). |

5. Se filtr6 el extracto diluido con papel de fibra de vidrio y 10 mL del mismo se
agregaron a la columna de Fumonitest (Vicam).

6.  Se lavé dos veces la columna con 10 mL de PBS al 0.1%.

7.  Se eluyeron las fumonisinas con 1 mL de metanol grado HPLC y se colecto
el eluante enuna cubeta de vidrio para fluorémetro.

8.  Se agregaron 0.5 mL del derivatizante de O- phthaldlaldehldo y 0.5 mL de

mercaptoetanol. La lectura de la concentracion de fumonisinas se realizé a
los 4 minutos. '
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Extraccion: 50 g de muestra
con 5 g de NaCl y 100 mi de
metanol al 80 %.

Filtracion: papel aflautado de
poro fino.

Dilucién: 10 mi del extracto y 40
mbL de solucién amortiguadora
PBS se mezcla y filtra en microfibra
Cromatografia de afinidad:

10 mL del extracto de la muestra
se pasa a través de la columna a
un flujo de 1 a 2 gotas por
segundo.

Lavado: con 10 mL de la solucién
PBS se lava la columna (se repite).

Elucién: en tubo se recuperan las
fumonisinas con 1 mL de metanol
grado HPLC y derivatizan.

calibrado.

Lectura: Insertar el tubo
dentro del Fluorémetro

serie 4 Vicam previamente

Figura 8. Determinacion de fumonisinas por cromatografia de inmunoafinidad y

deteccidn fluorométrica (Ware ef al., 1994).
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7.2. Produccién de fumonisinas por cepas de F. verticillioides.

~ Las cepas de F. verticillioides se identificaron a partir de conidios
recuperados en extracto de malta agar (EMA) y se dejaron incubar 10 dias a 25

- °C, obteniendo el micelio aéreo mediante agua destilada estéril, posteriormente se

agregaron a 40 mL de medio liquido pre-enriquecido de EMA y se incubaron con
agitacion orbital (100 rpm) durante 24 horas a 25 °C. Se cuantificaron los conidios

en una concentracion de 10° y se agregaron al fermentador para preparar el
inéeulo.

- Se adaptd un fermentador con un matraz Erlenmeyer de 300 mL y tapén de
gasa donde se colocaron 40 g de niaiz parcialmente molido y se agregaron 11 mL
de agua destilada, dejéndo 1 hora para después esterilizar en autoclave a 15 Ib de
presion durante 30 minutos. Una vez realizada la inoculacién de las cepas de F.
verticillioides se inc_ubé en la oscuridad durante 30 dias a 25 °C (Desjardins et al.,
1094) (Figura 9). |

7.2.1. Extraccion y limpieza de las muestras.

1. Se colocaron 15 g de muestra en una botella de boca ancha con 100 mL de
acetonitrilo: agua (1:1 viv) y se agitaron durante 30 minutos.

2. Setomd una al'icuo'ta de 25 mL de extracto, decanté y filtré..

| Se acondiéioné una columna Cy; con 5 ml de metanol, seguido por 5 mL de

cloruro de potasio al 1%; 2 mL del extracto filtrado se combinaron con 5 mL de
cloruro de potasio al 1% y se aplicaron a la columna, posteriormente se lavd
con 5 mL de cloruro de potasio al 1% seguido por 2 mL de acetonitrilo: cloruro
de potasio al 1% (1:9 v/iv).

4. Las fumonisinas se extrajeron de la columna Cis con 4 mL. de acetonitrilo:agua
(7:3 WV) y s evaporaron a sequedad.
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7.2.2. Confirmacion de fumonisinas por Cromatografia de capa fina.

Se aplico la técnica de cromatografia de capa fina (Rottinghaus ef al., 1992)
para confirmar la presencia de las fumonisinas en el maiz que se incubé con las
cepas de F. verticillioides. Descripcion de la técnica:

1. Se disolvié la muestra seca en un vial con 100 pl de acetonitrilo:agua (1:1 viv) y
10 pl se aplicaron a la placa de cromatografia C1g, asi como 10 pl del estandar
de FB4 en tres diluciones (5, 10 100 ng/g) en acetonitrilo:agua (1:1 viv).

2. El desarrollador (fase movil) que se aplicd a la placa fue metanol.cloruro de
potasio al 1% (6:4 v/v).

3, Después la placa se seco al aire y se le aplicé un buffer de borato de sodio al

0.1 M (pH 8-9) seguido de fluorescamina (0.4 mg/mL de acetonitriio).

4. Un minuto despues se aplicé acetonitrilo:acido borico (6:4 viv) y secod a
temperatura ambiente.

5. La placa se examiné bajo luz ultravioleta con longitud de onda de 254 y 366
nm, y se realizo la deteccion de forma cualitativa.

7.2.3. Cuantificacién de fumonisinas producidas en laboratorio.

Se realizo la cuantificacion de fumonisinas por la técnica de cromatografia por
inmunoafinidad y deteccion fluoromeétrica (Fumonitest) modificada por laboratorios
Vicam para la determinacion de niveles mayores a 100 pg/g. La modificacion
donsistié en diluir el extracto en 49 mL de PBS, del cual se tomé 1 mL (equivalente
a 0.01 g de muestra) y se pasé por la columna, procediendo al lavado en forma

similar a la técnica descrita previamente, al término de la determinacién en el
fluorébmetro el resultado se multiplicd por 100. '
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Siembra e incubacion de Fusarium
verticiflioides en EMA 10 dias a 25°C

Recuperacion del micelio en medic pre-
enriquecido de malta y agitacién orbital
(100 rpm) 24 horas a 25°C -

tnaculacion (107 conidios) en maiz
esteril & incubacion a 25°C durante 30
dias en la oscuridad

Extraccion y limpieza

Extraccion y limpieza
de la muestra

mediante columna C-4g

Té&cnica de cromatografia Desarrollo de la

por inmunoafinidad y cromatoplaca Cig
deteccién fluorométrica

Deteccion de fumonisinas
mediante luz ultravioleta

Cuantificacién de
Fumonisinas (Técnica
modificada)

Confirmaciéon mediante
cromatografia de capa fina

Figura 9. Produccion de fumonisinas por las cepas de F. verticillioides aisladas en

Huejotitan, Jalisco (Desjardins et al., 1994).

7.3. Deteccion de fumonisinas en masa y tortillas en la zona metropolitana
de Guadalajara, Jalisco.

Esta etapa consisti6 en un monitoreo previo de la contaminacion de
fumonisinas en masa y tortilla que se expenden en la zona metropolitana de
Guadalajara (ZMG). Se muestrearon 4 sectores (Juarez, Hidalgo, Libertad y
Reforma) obteniendo muestras de 10 molinos por sector. Actualmente la division

de los 4 sectores mencionados, ahora corresponden a 7 zonas. Los molinos
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seleccionados procesan exclusivamente masa nixtamalizada de grano,

informacién proporcionada por la Camara Nacional de la Industria de la Masa y
Tortilla (CNIMT).

Se recolectaron 500 g tanto de masa como de tortilla por cada uno de los

40 molinos. Las muestras se desecaron en estufa de aire forzade a una

témperatur_a de 60° C durante 48 horas, posteriormente se molieron a un diametro

de particula de 1 mm en un molino de cuchillas (Miller) y se almacenaron a
temperatura ambiente hasta el analisis.

7.3.1. Cuantificacion de fumonisinas en masa y tortitla

La deteccion y cuantificacion de fumonisinas se realizd mediante la técnica de

inmunocensayo de ELISA (Fumonisin Quantitative Test Kit, Veratox, de Neogen).
(Figura 10).

1.

2.

Se licuaron 50' g de muestra con 250 mL de metanol al 70% durante 2 minutos
a alta velocidad.

Se filtr el extracto con papel Whatman N° 1 y se colectaron 10 mL.

Se diluyeron 100 ul. del extracto de la muestra en los frascos de dilucion del kit

“agitando para homogeneizar.

Se colocaron 100 ul  del COnjugado a cada pozo (microceldilla) vy

poster-iormente se agregaron 100 pl de la dilucion de la muestra y de los
estandares. |

Se trasfirieron 100 pL de la muestra con el conjugado a los pozos recubiertos

.de anticuerpos.

Se incubd a temperatura ambiente por 15 minutos, agitando cada 5 minutos
por 30 segundos, sin saipicar el contenido de una celdilla a otra.
Después de 15 minutos se elimind el contenido de los pozos y se favé con

agua destilada, secando con papel absorbente repitiendo 5 veces el lavado.
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8. Se agregaron 100 pl del substrato K-ézul y se incubd a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

9. Se detuvo la reaccion con 100 pL de solucion diluida de H2SO4 por pozo.

10. Se limpid la base de las microceldillas y se leyd la densidad 6ptica en un
Lector de ELISA (EL 301, Biotec), utilizando el filtro de 650 nm. (Figura 10).

7.4. Estudio del proceso de nixtamalizacion y elaboracion de tortilla.

De acuerdo a la CNIMT, Delegacién Regional en el Estado de Jalisco del
numero total de molinos de nixtamal en el Sector Reforma (Universo de estudio)

que cuentan con el proceso tradicional de elaboracién de la tortilla se decidié |
muestrear 4 molinos al azar. Los molinos del sector Reforma se localizan al

sureste de la ZMG. La Figura 11 presenta las etapas del proceso y las variables
secundarias estudiadas.

7.4.1. Muestreo de productos del proceso.

Se obtuvieron muestras de 500 g de maiz, nixtamal, masa y tortilla,
registrandose condiciones de temperatura, humedad y tiempos de coccidn
durante el procesc; de nixtamalizacion y elaboracion de la tortilla, con la finalidad
de valorar su efecto sobre los niveles de fumonisinas (Figura 12). Las muestras se
trasladaron al laboratorio de Micotoxicologia del Departamento de Salud Publica
del CUCBA, donde se procedio a la determinacion de los niveles de fumonisinas
. mediante el método de cromatografia por inmunocafinidad con deteccion
fILlorométrica, previamente descrito (Ware et al., 1994),




3. Transferir los controles y las muestras

4. Después de incubar 15 min
a celdas recubiertas con anticuerpos.

Desechar el liquido de las celdas.

. 5. Lavar los pocillos 5 veces con agua
destilada.

6. Retirar el exceso de agua
golpeando fuertemente sobre
papel absorbente.

7. Adicionar el substrato e incubar. 8. Agregar la solucién blogueadora,

mezclar y leer resultados.

Figura 10. Determinacién de fumonisinas por el método de ELISA.
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Figura 11. Proceso de nixtamalizacion y elaboracion de ia tortilla
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E MAIZ MASA TORTILLA NIXTAMAL
Recoleccién de 500 g Recoleccién de 500 g de
- de muestra en holsas muestra en frascos de
de papel estraza polietileno de boca ancha

Secado de las muestras en
horno a 60 °C durante 48 horas

Cuantificacién de fumonisinas por el
método de Cromatografia por
inmunoafinidad y deteccion
fluorométrica

Analisis estadistico e
interpretacion de resultados

” Figura 12, Evaluacion del proceso de nixtamalizacién y elaboracion de la tortilla.

7.5. Evaluacion de la produccion de hidrolizados de fumonisinas.

7.5.1. Muestreo.

Un afio después de realizada la valoracion del proceso de nixtamalizacion se
hizo un nuevo muestreo de los 4 molinos del sector Reforma, ubicado al sureste
de la ZMG.y se obtuvieron muestras de 500 g por producto (maiz, hixtamal, masa
y tortilla) de cada molino, se analizaron 3 repeticiones por producto/molino,
correspondiendo a 12 submuestras por 4 molinos y un total de 48 observaciones.
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7.5.2. Extraccion y analisis.

Las muestras se desecaron en un horno a 60°C durante 48 horas, se

molieron y almacenaron a temperatura ambiente previo al analisis (Figura 13).

Para la extraccion y limpieza:
1. Se licuaron 10 g de la muestra con 50 mL metanol:agua (8:2 v/v) durante 2
“minutos y se filtr6 en papel Whatman No. 4.
2. Se agregd el extracto en la columna Supelclean LC-SAX (Supelco) que
- separa a las fumonisinas y que requirid ser acondicionada con 2 mlL de
metanol y después con 1 mL de agua destilada. Se adiciondé 1 mL del
extracto de la muestra a la columna LC-SAX.

3. Una segunda columna CgSPE (Supelco) que separa a los hidrolizados de

fumonisinas, también acondicionada en forma similar, se adapté fisicamente
ala cb!umna L.C-SAX para recibir al eluante de la muestra.

4, La columna LC-SAX se favé con 1 mL de agua, agregando el eluante del
lavado a la éolumna C1sSPE. Se separaron las dos columnas.

5. La columna LC-SAX se lavdé con 500 pl de metanol, los cuales se
descartaron y las fumonisinas se eluyeron con 1 mL de metanol:acido |
acético (9:1). |

6. La columna C3SPE se lavdé con 500 pl de metanol:agua (5:5 vivy, los
cuales se desca.rtaron y el hidrolizado se eluyd con 1 mL de metanol.

7.  Los eluyentes se evaporaron en viales de 1.8 mL a 60°C y el residuo fue

~ disuelto en 100 ub de acetonitrilo:agua (5:5 v/v) previo a la determinacion
(Scott y Lawrence, 1996).

7.5.3. Preparacion del derivatizante, estandares e hidrolizados.

Se preparé el derivatizante O-phthaldialdehido/mercaptoetanol (OPA/MCE)

- disolviendo 20 mg de OPA en 500 L de metanol con 2 mL de borato de sodio al

0.05 M, postériormente se agregaron 25pL_de MCE. Este solvente es estable por
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una semana. en la oscuridad. Se debe hacer la derivatizaciéon 1 minutos antes de

inyectar la muestra en el HPLC.

Las soluciones base de los estandares de FB{ y FB; (Sigma Chemical Co.)
se prepararon agregando 10 mL de acetonitrilo:agua (2:8 v/v) a 5 mg del estandar.
Se hicieron diluciones de 10, 5, 3, 1, 0.5 y 0.3 ng/mL de cada estandar, con objeto

de obtener los diferentes puntos de cada una de las 4 curvas de calibracién {FBs,
FBQ, HFB1 Yy HFBz).

Las hidrélisis de FB1 y FB; se realizaron segln técnica de Thakur y Scott
(1996). Los hidrolizados (HFB1 y HFB;) se prepararon a partir de soluciones base
de los estandares de FB; y FB, (10 pg/mL) mezclando 5 mL de la solucién base
con 5 ml. de hidroxido de potasio (KOH) al 1 N, calentando la mezcla en viales
cerrados a 70° C duranté 1 hora. Después de la limpieza los HFB, y HFB: se
diluyeron a 10, 5, 3, 1, 0.5 y 0.3 pg/mL para obtener las curvas de calibracion

correspondientes. La hidrdlisis se detuvo mediante acidificacion con solucién de

"HCL al 2 N (pH 4.5). La formacién de HFB, y HFB, fue confirmada por inyeccion

liquida directa en termoespray-espectrometria de masas.

7.5.4. Cuantificacién de FBy, FB,, HFB, y HFB,,

Condiciones del equipo de cromatografia de liquidos (HPLC): Cromatodgrafo de
liquidos con sistema de bombeo Series 400, Detector de fluorescencia LC-10 e
Integrador computarizado LCI-100, Perkin Elmer. Se utilizd una columna Prodigy 5
0ODS-2, 250 mm x 4.6 mm x 5 um de Phenomenex.

Se mezclaron 50 pL del derivatizante OPA-MCE a 12.5 pl. de muestra en un

vial ambar de 1.8 mL y se esperd por un minuto. Una vez derivatizada la muestra

- se inyectaron 30 pb al cromatografo de liquidos, pues el loop (espiral o bucle) que

se uso es de 20 pL, esto se hace para limpiar los residuos de la muestra anterior,
con 30 pL se limpia el loop y recibe a la nueva muestra. La fase movil fue metanol:
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fosfato de sodio monobasico al 0.1 M (8:2 viv), ajustado a pH 3.3 con acido
fosférico a una velocidad de flujo de 1 mb/minuto (Shephard et al., 1990). Los
tiempos de retencion fueron de 7.10-7.76 min (FB.), 14.3-16.75 min (FBy); 12.08-
14.57 min (HFB,) y 14.91-15.88 (HFBy).

7.6. Analisis Estadistico.

Para el estudio estadistico del desarrollo de UFC g de maiz fue necesaria la

transformacion numérica de los datos a valores logaritmicos, ya que los primeros

no cumplieron el supuesto de normalidad, utilizandose la prueba de

homogeneidad de varianzas y se aplico el analisis de varianza (ANOVA). Donde

~ se encontrd diferencia significativa, se aplicd la prueba de Tukey (Snedecor y

Cochran, 1997).

La relacion estadistica entre el dafio visual de la mazorca y ios niveles de
fumonisinas se obtuvo mediante la elaboracién de una tabla de contingencia y se
aplico la prueba de Xi cuadrada vy el analisis de varianza (Steel y Torrie, 1986).

La valoracion de la capacidad productiva de fumonisinas se analizé como
variable descriptiva expresada en una tabla de frecuencias y se establecieron las

clases de acuerdo al rango maximo y minimo de fumonisinas en pg/g.

El analisis del nivel de contaminacién por fumonisinas en masa vy tortillas, asi
como por ell efecto del proceso de nixtamalizacién y elaboracion de la tortilla en
molinos de nixtamal en la ZMG, se realizd mediante el analisis de varianza y se
aplicaron contrastes ortogonales para la comparacion de los niveles promedio de
fumonisinas en los diferentes productos. Los resultados de la produccién de
hidrolizados de fumonisinas se compararon mediante ANOVA y prueba de Tukey
para comparacion de medias a un nivel de significancia de 95%. |
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VIIl. RESULTADOS

8.1. F. verticillioides en el maiz de Huejotitan, Jalisco.

L.a clasificacidén del dafio visual de las 10 mazorcas por parcela se ocbserva
en la tabla 6-resaitando que el mayor porcentaje de las muestras mostraron un
dafio menor a 10% y sbélo una muestra presentd dafio marcado (> 25%). El
‘desarrolio de UFC de maiz en medio selectivo de Nash-Sneider permitié observar
elevado nimero de colonias en todos los grupos segln el dafo visual, el promedio
de UFC g para aquellas con dafio < 2% fue de 22,422 UFCg™, 42,157 UFCg" (2-
10%); y 418,333 UFCg™ (dafio visual 10-25%). Puesto que el grupo con mayor
dafio visual mostro solo una observacion, no se considerd para su comparacion. El
andlisis de varianza se realizd mediante la transformacion logaritmica de los
valores de unidades formadoras de colonias siendo similares estadisticamente
entre grupos {p > 0.05). '

Tabla 6. Clasificacion de las mazorcas, unidades formadoras de colonia por
gramo ( UFCg™)y F. verticillioides en Huejotitan, Jalisco.

Daiio Visual % De F.verticillioides | Rango de UFCg™~ |Promedio Desviacién
de la Mazorca {n} Muestras % Positivas Estandar
<2 % 9 45 78 300 - 80,000 | 22,422 33,255
2- 1.0 % (7) 35 86 3,000 - 90,000 42,1 5;1‘1 56,843
1025 % (3) 15 100 5,000 — 1'160,000 | 418,333 643,707
25-50% (1) 5 - - 8,000 -




68

Fusarium verticillioides se aislé en todos los grupos excepto en el grupo
con dafo visual 25-50%, el porcéntaje de aislamiento fue de 78% y 86% en los
grupos con daiio visual < 2% y 2-10 %, mientras que se aisldé en el 100% en las
muestras con dafio mayor (dafio visual 10-25%). |

La identificacién de F. verticillioides se realizé mediante la observacion de
las caracteristicas macroscopicas de crecimiento de las colonias en papa
dextrosa con agar, asi como por las caracteristicas morfologicas y microscopicas
y la formacion de las cadenas tipicas de microconidios observadas en el
microscopio compuesto (Figura 15).

En el medio de cultivo agar papa .dextrosa se produjeron 4 tipos de
pigmentaciones, las mas comunes fueron el rojo carmin (8%), violeta obscuro
(22%), violeta palido (33%) y lila (37%).

Las cepas en el medio de cultivo de agaf cloruro de potasio formaron
abundantes cadenas de microconidios, que es una de las caracteristicas
morfoldgicas distintivas de esta especie de Fusarium. Las cadenas se pudieron
distinguir con mayor facilidad a partir del microcultivo en el microscopio
compuésto, observandose micelio hialino de crecimiento rapido, septado con
abundantes'ramificaciones, conidioforos simples y ramificados, microconidios
~ hialinos uniceluiares, ovales, producidos en forma individual, en falsas cabezas o
- en cadenas largas y microconidios hialinos, falcados con 3 a 5 septas producidos
en fialides simples y esporodoquios (Figura 16). Estas caracteristicas morfolégicés

y de cultivo son de valor taxonémico para la identificacion de la especie Fusarium
verticillioides.




»

Figura 13.(a) Cadenas de microconidios tipicas de Fusarium verticillicides (1250 X).
) . " _ "2 ‘;,?; . )

Figura 14. Caracteristicas morfoldgicas de F. verticillioides. a) micelio hialino
septado, b) monofialides, ¢) microconidios en falsas cabezas y d} microconidios
ovoides unicelulares (500 X).
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8.2 F. verticillioides en el maiz de Ameca, Jalisco.

La clasificacion del dafio visual de las mazorcas permitic detectar alto
porcentaje de mazorcas aparentemente sanas en las variedades UDG 600 y 602
(70%), mientras que la variedad UDG 601 so6lo presentd el 40% de mazorcas
aparentemente sanas, no se encontraron mazorcas con dafio entre 10 y 25% ni

- con dafio mayor del 50% (Tabla 7).

El cultivo en medios selectivos permiti6 el aislamiento de Fusarium
verticillioides en el 80% de las mazorcas de la variedad UDG 600 y en el 100% de
las muestras de las variedades UDG 601 y 602, las caracteristicas de cultivo en
medio de APD mostraron menor variacion en la pigmentaciéon, encontrandose
principalmente tonalidades liia (65%) y violeta (35%). La morfologia del hongo

_mostré caracteristicas similares a las encontradas en las cepas aisladas de
Huejotitén.

-Tabla 7. Clasificacion det dafio visual de las mazorcas en las variedades de maiz
UDG 600, 601 y 602 en Ameca, Jalisco (% de muestras).

‘Daﬁo Visual (%) UDG 600 UDG 601 ubDG 602
% de Muestras % de Muestras % de Muestras
0-2 70 40 70
2-10 30 40 10
25 ~50 0 20 20

- El elevado porcentaje de muestras aparentemente sanas no se considera
determinante sobre la inocuidad del maiz, ya que la variedad con mayor nimero
de mazorcas sanas presentd el 100% de incidencia de F. verticillioides, mientras

que en las variedades con mayor nimero de mazorcas dafiadas la incidencia del
hongo fue menor.
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El desarrollo de unidades formadoras de colonias en el maiz fluctué de 8 a
52,571 UFCg™, siendo los valores promedio de 2,966.9, 5,242.3 y 6,579.5 UFCg”
en las variedades UDG 600, 601 y 602 respectivamente (Tabla 8), no se encontrd
diferencia estadistica entre las variedades de maiz, para dicho analisis fue
necesaria la transformacion logaritmica de los datos.

Tabla 8. Desarrollo de unidades formadoras de colonia por gramo (UFCg ™" ) de
maiz en las variedades UDG 600, 601 y 602 en Ameca, Jalisco.

UDG 600 UDG 601 UDG 602
Promedio 2,966.9 5,242.3 6,579.5
Desviacidn estandar 6,127 14,128 16,221
Maximo 20,000 43,538.4 52,671.4
Minimo 27.05 8.42 833

8.3 Fumonisinas presentes en el maiz de Huejotitan y Ameca, Jalisco.

Los niveles de fumonisinas detectados en la variedad de maiz cosechada
en las 4 parcélas de Huejotitan, Municipio de Jocotepec, Jalisco, fluctuaron en un
rango de 8.5 pg/g a 17 pg/g, coh un valor promedio de 10.2 pg/g. Cuando se
compararon de acuerdo al dafio visual los niveles promedio fueron de 10.21,

10.55, 9.33 y 11 pg/g en los grupos de dafio visual: A(<2%), B(2-10%), C(10-25%)

y D(25-50%) respectivamente, similares estadisticamente (p> 0.05) (Tabla 9). En
Ameca se detectaron en el total de las muestras de maiz, sin encontrarse
diferencia estadistica (p>0.05) entre variedades, los niveles prorﬁedio fueron de
6.6 pglg para la variedad UDG 600, 6.12 pg/g para la UDG 601 y 6.78 ng/g para la
variedad UDG 602. La comparacidon de los niveles promedio entre ambas
localidades mostré diferencia estadistica a un nivel de significancia p < 0.05.
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Al agruparse las muestras de Ameca de acuerdo al dafo visual de las
mazorcas independientemente de ia variedad de maiz, los niveles promedio
fueron de 6.27, 8.3 y 8.05 en las parcelas A, B y D respectivamente, sin que se
encontrara diferencia estadistica (p>0.05) éntre ellas. Cuando se analizo si se
presentaba relacién estadistica de los niveles de fumonisinas con dafio visual y

UFC g, sélo se valoré para los grupos A, B y C en Huejotitan y en Ameca los
grupos A, By D.

En Huejotitan se observd que a mayor dafio visual en mazorcas mayor
desarrollo de UFCg™ sin que existiera diferencia estadistica (p>0.05), sin embargo
los niveles de fumonisinas fueron similares en todos los grupos, sin que se
considerara el grupo D por presentarse una observacion. En Ameca el estudio de
relacién entre el dario visual y el desarrollo de UFCg'1 permitié detectar diferencia
estadistica (p<0.05) mediante el analisis de varianza y una relacién positiva que
indica que a mayor dafic visual se incrementa el desarrollo de unidades
formadoras de colonias sin que fuera significativa la relacion entre el dafio visual y
los niveles de fumonisinas de manera similar que en Huejotitan.

Tabla 9.

Relacién entre dafio visual de la mazorca, UFCg" y niveles de
fumonisinas en maiz cosechado en Huejotitan y en Ameca, Jalisco.

q - HUEJOTITAN AMECA
DANO UFCg” | Desviacién | FUM | Desviacion | UFCg™' |Desviacion| FUM | Desviacion
VISUAL Estand Estandar Estand Estand
standaar “_glg n standar “glg standar

<2% | 22,422 | 31,353 |10.21 1.18 1,968.97 | 4,533 6.27 4.68
A (n) 9 _ . a(18)

2-10% | 42,157 | 52,000 |10.55 2.83 1,884.50 087 8.3 654
B (n) (7) - .| a(8)

10-25% 1 418,333 52584 | 9.33 | 0.478 - - - -
Cn (3)

25-50% | 8000 - 11.00 - 24,343.71| 23,925 9.05 4.8
D(n) (1) b (4)

" FUM = fumonisinas
Las literales indican diferencia estadistica p < 0.05.
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Al comparar las dos localidades se observé mayor desarrollo de UFCg™ en
Huejotitan, lo cual coincide con una fluctuacion pluvial de la época de cultivo
(Figura 10), lo que favoreci6 ademas que se presentaran mayores niveles de
fumonisinas en todos los grupos. En Ameca las condiciones climatologicas fueron
favorables al cultivo durante los 3 primeros meses del cultivo al presentarse una
precipitacion pluviai entre 60 — 90 mm (Figura 7), lo que pudo influir en un menor
desarrollo de UFCg™.

La valoracion de las cohdiciones ambientales en ambas localidades se
presentan en las Figuras 15 — 18, donde se aprecian fluctuaciones en la
precipitacion pluvial, en tanto que las temperaturas registradas fueron similares,
debiéndose considerar que en Huejotitan el estudio se desarrolld durante la
cosecha de 1996 y en Ameca en 1997.
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Figura 15. Precipitacion y evaporacion acumuladas de junio a noviembre de 1997
en Ameca, Jalisco.
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Figura 16. Temperaturas maximas y minimas registradas de junio a noviembre de
1997 en Ameca, Jalisco.
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8.4 Capacidad productiva de fumonisinas.

Los resultados de la produccién de fumonisinas por las cepas aisladas de
Fusarium verticillioides en el maiz se presentan en la tabla 10, siendo el 93.8% de
Jas cepas (15/16) productoras de fumonisinas, con minimo de 700 pg/g y maximo
_de 2,280 pgfg, encontrandose que el 80% de las cepas tuvieron una produccion
mayor de 1000 ng/g.

Tabla 10. Capacidad productiva de fumonisinas por cepas de F. verticillioides
aisladas en el maiz de Huejotitan, Jalisco.

Rango de - Cepas pr’oductbras Porcentaje Frecuencia Acumulada
fumonisinas (ug/g) Positivas/Total (%)
2001-2500 . 3/15 20.0 20.0
1501-2000 3/15 20.0 40.0
1001-1500 715 46.7 86.7
700-1006 : 2115 13.3 100.0

8.5. Contaminacion de fumonisinas en masa y tortillas en la zona
" metropolitana de Guadalajara (ZMG).

El analisis de Ié masa y tortillas recolectadas en los diferentes expendios de

la ZMG permitio detectar la presencia de fumonisinas en el 100% de las muestras

(n=80). Los niveles de fur_non'isinas se observan en la Tabla 11, en la masa

fluctuaron en un rango de 0.5 a' 3.8 ng/g, con un valor promedio de 1.63 nglg

cuando se agruparon de manera general los resultados, encontrandose los niveles

mayores en los sectores Libertad (SL) y Reforma (SR), siendo diferentes
 estadisticamente (p<0.05) a los sectores Hidalgo'(SH) y Juarez (SJ).
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Tabla 11. Niveles de fumonisinas en la masa y tortilla que se expenden en la zona

metropolitana de Guadalajara (ug/g)

Sector Libertad  Sector Hidalgo Sector Juarez Sector Reforma

Producto Masa | Tortilla | Masa | Tortilla | Masa | Tortilla | Masa | Tortilla

Promedio 2.013 | 1.277 | 1.5086 6.883 1.24 1.0 1.77 1.396

Desviacion | 0.999 | 0979 | 0460 | 0418 | 0.375 | 0.459 | 0.924 | 0.788

Minimo 0.5 0.1 0.73 0.16 0.7 0.5 0.7 0.56

Maximo 3.8 3.3 243 1.5 1.8 2.0 3.4 3.1

La deteccion de fumonisinas en las fortillas fluctué de 0.1 a 3.3 pg/g, con un
valor promedio de 1.130 pg/g, encontrandose que los niveles de fumonisinas en
los diferentes sectores de la ZMG mostraron similar tendencia a lo encontrado en
la masa, coincidiendo los niveles maximos y minimos en el sector Libertad. La

Figura 19 muestra los valores promedio de fumonisinas por sector.
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Se encontro reduccion significativa de los niveles de fumonisinas presentes
en las tortillas respecto a los niveles de la masa. La disminucién observada fue
mayor en el sector Hidalgo con un 41.37% de reduccién y fue menor en el sector
Juérez con 19.4% (Tabla 12).

Tabla 12. Porcentaje de reduccion de fumonisinas de las tortillas respecto a la
masa de la ZMG |

MASA TORTILLA REDUCCION
SECTOR
(ug/g) (ng/9) (%)
Libertad 2.013 1.277 36.56
Hidalgo - 1.508 0.883 41.37
Juarez 1.24 1.0 19.40
Reforma 1.77 1.396 21.13

8.6. Estudio del proceso de nixtamalizacion y elaboracion de la tortilla sobre
los niveles de fumonisinas.

Puesto que el sector Reforma se consideré uno de los sectores de la ZMG
con mayor contaminacion por fumonisinas, se seleccion6 para dicho estudio. En
los sitios de almacenamiento del maiz se determinaron condiciones ambientales,
asi como el contenido de humedad del grano en el cual se determinaron las
concentraciones de fumonisinas.

Durante los dias de almacenamiento del maiz se registraron en los molinos
temperaturas maximas de 30°C a 35°C y temperaturas minimas entre 10°C y
17°C, en tanto que la humedad relatwa fluctu6 desde 63% hasta 88% (Tabla 13).
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Tabla 13. Temperatura y humedad relativa de almacenamiento registradas en los

‘molinos del sector Reforma.

Temperatura °C Humedad
Molinos Relativa %
Minima Maxima Promedio '
A 15 30 225 72
B 13 35 24.0 63
C 10 31 20.5 88
D 17 35 26 85

El proceso de nixtamalizacion consistid en agregar cal (Ca(OH), ) a razon
de 80 a 100 g por litro de agua, para 1000 g de maiz. Las temperaturas y tiempo

de coccién registradas en cada molino se presentan en la Tabla 14. El promedio

de temperatura registrada fue de 79.63 °C con un rango de 8.4 °C. En tanto que el
tiempo de coccion varié desde 8 a 19 minutos, este proceso se completé hasta

que se alcanzd un periodo de reposo, el cual consistid en dejar enfriar a

temperatura ambiente el nixtamal durante un lapso mayor a 10 horas, teniendo

~ como valor mas alto 23 horas.

“Tabla 14. Temperatura, tiempo de nixtamalizacion y de reposo del nixtamal.

Molifios Tiempo de Temperatura de | Tiempo de Reposo del
ino Nixtamalizacion | Nixtamalizacion Nixtamal
{minutos) o (*C) (horas)
A 8.0 79.1 21.0
B 130 85.0 23.0
C 19.0 77.8 19.5
D 10.0 76.6 105
Promedio 12.5 79.63 18.5
CV 38.36 4.68 29.85
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Una vez concluido el reposo del nixtamal, éste se lavd con agua a
temperatura ambiente, con el fin de eliminar el exceso de solucion alcalina
(nejayote), quedando en condiciones de pasar al molino. El producto que se
obtiene mediante la molienda es la fnasa, durante este proceso la masa
incrementd la temperatura debido a la friccion que se presenta en el molino,
alcanzando una temperatura promedio de 57.8°C con un rango hasta 2.3°C.
Posteriormente se pesaron las porciones de masa de 20 kg y se dejaron en

reposc sobre las mesas a temperatura ambiente.

La elaboracion de tortillas se realizd mecanizadamente sometiendo la masa
al cocimiento sobre bandas metalicas que alcanzaron temperaturas de 135°C a
260°C, con un tiempo de coccién de 31 a 44 segundos, alcanzando las tortillas

una temperatura promedio de 86.5°C .

8.6.1. Deteccion de Fumonisinas.

Respecto a la contaminacion por fumonisinas en los productos analizados -
(maiz, nixtamal, masa y tortilla) fue posible detectar niveles de las toxinas en el

100% de las muestras, encontrandose mayor contaminacion en el maiz, el cual

fue estadlsticamente diferente {p<0.05) al resto de los productos.

Los niveles de fumonisinas detectados en el malz se presentan en la Tabla
15, los cuales se consideran elevados por lo que en todos los casos fue posible
observar una reduccién en el contenido de fumonisinas debida al proceso de

" nixtamalizacién y elaboracion de la tortilla. Los contenidos de fumonisinas en el

maiz presentaron valores tan elevados como 11.86 jg/g en promedio en el molino

A, en tanto que el mas bajo fue de 2.43 ng/g en promedio en el molino D. Estos

promedios fueron comparados mediante contrastes ortogonales resultando que el

maiz del molino A se considera significativamente diferente al recibido en el resto
de los molinos (B,C y D) (p<0.01).
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Tabla 15. Niveles de fumonisinas en el maiz detectados en los molinos (1:g/g).

" MOLINOS A B C D
Promedio (ppm) 11.86° 43" 456 ° 243 °
Desviacién esténdar 3.2 173 191 0.91
Coeficiente de variacién 26.98 40.35 41.91 37.29

| La Tabla 16 presenta el contenido de fumonisinas en todbs los productos
analizados, apreciandose niveles promedio de 5.79 pg/g, 1.47 ngfg, 2.95 ng/g y
1.41 uglg de fumonisinas en el maiz, nixtamal, masa y tortilla respectivamente. kn
el nixtamal y la tortilla se detectd la menor Contaminacién por fumonisinas,
registrandose los menores niveles en el molino D en ambos productos con 0.76
ug/g en la masa y 0.69 pg/g en la tortilla. En general,' la masa incremento la
- concentracion de fumonisinas respecto al nixtamal, encontrandose niveles de
hasta 3.96 pg/g (molino A). En todos los molinos se observd el efecto de

incremento de fumonisinas en la masa respecto a los encontrados en el nixtamal,
siendo en una proporcién de 2:1 en promedio. |

El porcentaje de reduccion de fumonisinas en los productos del proceso
fueron calculados a partir de los niveles detectados en el maiz, en todos los casos
el proceso de nixtamalizacién redujo significativamente el contenido de
fumonisinas, probandose la diferencia a un nivel de significancia de p<0.05
mediante la técnica de contrastes ortogonales. La reduccion del nixtamal fue de

74.8%, en la masa de 49.2% y en la tortilla de 75.6%, respécto a los niveles
“encontrados en el maiz (Tabla 17).
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‘respecto a los niveles detectados en la masa. Los contenidos de fumonisinas

. masa (p<0.05). |
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Tabla 16. Niveles de fumonisinas detectados en los productos de elaboracion
de ia tortilla (ng/g).

Molino Maiz Nixtamal Masa Tortilia
(bgfg) 1 . (nglg) (1g9/g) (ng/g)

A 11.86 1.34 3.96 2.01

B 4.3 1.99 3.13 1.11

c 4.56 1.78 3.33 ~1.83

D 2.43 0.76 1.36 0.69
Promedio 5.79 1.47 2.95 1.41
cV 71.7% 37.1% 37.8% 43.8%

Tabla 17. Porcentaje de reduccion en los niveles de fumonisinas en nixtamal,
" masa Yy tortilla respecto al maiz.

Producto Niveles de fumonisinas % de Reduccion

(1g/9) |

Maiz 5.79 . "

Nixtamal | 1.46 _ 74 8

Masa 2.94 49.2
Tortilla 1.41 756

El efecto térmico de elaboracion de la tortilla permitié la reduccion de los

niveles de fumonisinas en forma eficiente, calculandose una reduccion de! 52%

encontrados en la tortilla fueron significativamente menores a los registrados en la
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8.7. Efecto de la nixtamalizacion sobre los niveles de FB,, FB; y sus
hidrolizados.

Previo a la cuantificacién de los niveles de fumonisinas e hidrolizados se
desarrollaron las curvas de calibracién de los estandares (Figuras 20 a 23). En el
rango de 5 a 35 pg/mL la curva de estandares fue lineal, siendo los coeficientes de

correlacion (1) para FBy, FB,, HFB; e HFB, de 0.9922, 0.9886, 0.9937 y 0.9907
respectivamente.

lLa Figura 24 muestra los cromatogramas de los estandares de FB;
analizados por cromatografia de liquidos (HPLC) (con tiempo de retencidon de
7.10-7.76 min) + FB; (con tiempo de retencion de 14.3-16.75 min) conteniendo 1
ng/ mL y de los hidrolizados de FB; (HFB4) (con tiempos de retencién de 12.08-
| 14.57 min} e hidrolizado de FB; (HFBQ ) (con tiempo de retencién de 14.90-15.88

min) con la misma concentracién. La Figura 25 presenta los picos cromatograficos
de FB4, FBy, € HFB; en muestra de tortilla. |
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Figura 20. Curva de calibracién de la fumonisina B;.
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Los niveles promedio de fumonisina By, Bz e hidrolizado de FBy en maiz,
masa y tortilla se presentan en la Tabla 18. Los resultados del nixtamal fueron muy
variables debido a la acciéon de la cal , y siendo éste un paso intermedio, se
decidié no considerar estos resultados en el analisis estadistico. Respecto a la

deteccion de hidrolizados de FB,, sélo se encontraron niveles traza en algunas
~ observaciones.

La deteccion de FBy fue elevada en la mayoria de las muestras analizadas,
mostrando niveles promedio el maiz de 7.257 pg/g, en masa 6.336 pg/g vy tortilla
4.364 pg/g. Aun cuando los niveles promédio de FB1 disminuyeron hasta 40% en
la tortilla respecto a lo encontrado en maiz, no se detectd diferencia estadistica
'(p >0.05) entre productos. Los niveles de FB; detectados fueron de 0.143 pg/g,

0.056 pg/g y 0.051 pg/g en maiz, masa Y tortilla respectivamente, siendo menores
significativamente (p< 0.05) la masa y tortilla.

Se encontraron niveles importantes de hidrolizados de FBy en masa y
tortilla, siendo los niveles promedio de 0.524 ng/g y 0.874 pg/g . Es. importante
mencionar que se detectaron niveles de HFB¢ (0.086 pg/g) en el maiz, si bien
fueron menores estadisticamente (p< 0.05) a los encontrados en la masa vy tortilla.
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Tabla. 18. Deteccion de FBy, FB; e HFB; (ug/g9).en maiz y productos de
elaboracion de la tortilla mediante Cromatografia de liquidos

Producto FB4 FB; HF B,
MAIZ  Promedio 7.257  0143a 0.086
Desviacion estandar 8.218 0.066 0.050

Minimo 0.631 0.067 0.039
‘Méximo 19.867 0.244 0.178
MASA  Promedio 6.336 0.056 b 0.524
Desviacion estandar | - 5.230 0,042 0.350
Minimo -2.059 0.0 0.170
Maximo 15.640 0.106 1.234
TORTILLA Promedio 4,364 0.051 b 0.874
Desviacion estandar 5.373 0.085 0.775
Minimo 0.0 0.0 0.313
Méximo - 12613 0.234 2.742

Las literales indican diferencia estadistica significativa entre promedios (p< 0.05).

4
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IX. DISCUSION
9.1 Contaminacioén por F. verticillioides y fumonisinas en maiz.

La identificaciéon de la especie de Fusarium en el presente estudio permitié
observar gran variedad de pigmehtacic')n en las colonias, lo cual se ha descrito en
los manuales de identificacion de especies de Fusarium (Burgess y Liddell, 1983;
Nelson et al., 1983). Las variaciones y la tonalidad e intensidad de 1a coloracion de
los cultivos dépenden ademas del genotipo de la especie, de la edad de la colonia
y las condiciones de luz y temperatura (Booth, 1971), Fusarium es un género muy
variable, que se adapta mediante cambios morfoldgicos y fisiolégicos a las
variaciones del medio donde se desarrolla (Nelson et al., 1983), efecto que se
' presenté en las cepas aisladas.

La incidencia de F. verticillioides en el maiz cosechado en Huejotitan y
Ameca, Jalisco fue elevada en ambas localidades independientemente de la
-variedad de maiz y del dafio visual de las mazorcas, lo que coincide con lo

- reportado por Scott, (1993) que e_n’contrb niveles de 64 a 100% aun en maiz
aparentemente sano.

Respecto al desarrollo de UFCg”, indicativo del grado de infeccion del
grano, se encontraron elevadas cuentas de colonias tanto en Ameca como en
Huejotitan, sin'embargo, en esta ultima localidad se presenté amplio rango en los
valores en cada grupo, lo que pudo influir sobre el analisis de relacién estadistica.
El mayor desarrollo de unidades formadoras de colonias que se observd en
Huejotitan para todos los grupos, pudo ser determinado por las variaciones
climatolégicas que causaron estrés en. el cultivo y favorecieron el desarrollo de
hongos fitopatoégenos y la produccion de micotoxinas. Los resultados del presente
trabajo coinciden con lo publicado por Bullerman y Northolt (1982) quienes
encontraron relacion entre las condiciones ambientales, el desarrollo de especies
de Fusarium y la produccion de micotoxinas.
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Ef presente estudio se realizé en dos regiones de caracteristicas climaticas
semihimedas similares, con lluvia estacional en verano, sin embargo durante la
época de cultivo en Huejotitan se presentaron variaciones plUviales en todos los
meses de la época de lluvias, mientras t:jue 'en Ameca las variaciones soblo se
presentaron durante los meses de ‘septiembre y octubre. Las caracteristicas
ambientales presentes en la primera localidad se consideran estresantes al cultivo,
lo que favorece al desarrollo del hongo durante la etapa previa a la madurez
fisiolégica de la planta de maiz, la cual se presenta, segiin Chulze ef al. (1996),
entre los 45 y 60 dias después de la floracién. Viquez et al., (1996), reportan la
presencia de F. verticillioides en el 86% de las muestras de maiz de las regiones
de Brunca, Huetar Norte y Huetar Atlantica en Costa Rica, con niveles promedio
de 912 'UFCg‘T y un intervalo de 0 a 32,359.4 UFCg™" existiendo significancia
estadistica (p< 0.05) en la region de Huetar Aflantica, la cual mostrd la mayor
contaminacion por este hongo, posiblemente debido a las  condiciones
ambientales de gran variacién en los meses de marzo a agosto, 'aunado a las

practicas. agricolas pobres en las técnicas de cosecha, recoleccion y
almacenamiento del maiz.

La comparacion de la incidencia de F. verticillioides en cultivos de maiz en
diferentes afios de cosechay palses, como son Argentina, Estados Unidos, ltalia y

Sudafrica, permitié observar una alta incidencia del hongo, siendo predominante '-

en areas calurosas, himedas y donde se presenta pudricion de la mazorca.

Shephard ef al. (1996) cbservaron que la contaminacion con fumonisinas en maiz
parece ser menor en climas frios como en los paises del norte de Europa y en
Canada. En México, Galindo y Romero (1982) reportaron alta incidencia de
pudricidn de la mazorca en el Estado de Jalisco, que causa dafios mas severos
cuando sé presentan lluvias fuertes y permanentes, desde la etapa de
espigamiento hasta la cosech'a, estas condiciones prevalecieron en Huejotitan.
Las temperaturas registradés en ambas localidades durante la época de estudio

se consideran 6ptimas para el desarrollo de F. verticillioides (Nelson et al., 1992 a,
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1994) y fueron similares, manteniéndose para Huejotitan en un promedio de 25° C
y en Ameca de 30° C.

El grado de infeccibn del germen dé maiz por F. verticillicides y la
subsecuente contaminacion de fumonisinas en el maiz y sus productos para
consumo, humano y/o animal ha llegado a ser un fenémeno crénico de amplia
diétribucién mundial (Doko ef af., 1995). Los niveles de fumonisinas detectados en
el maiz de Huejotitan y Ameca se consideran elevados si se comparan con los de
otros paises. Bullerman y Tsai, (1994) reportan un alto porcentaje de muestras
- contaminadas con niveles superiores a 2 ug/g de fumonisinas en maiz, en harina
de maiz de 4.4 pg/g y en maiz inflado de 0.9 a 6.6 ng/g de ltalia; en Egipto de 1.8
a 3 pg/g en harina de maiz, y en maiz de Brasil 0.2 a 38.5 jig/g . En Argentina los
niveles de fumonisinas se analizaron en diferentes estadios de desarrollo de la
mazorca, ericontrandose'niv_eles mayores en Iés etapas finales de la madurez, en
un rango de 0.08 a 16.76 ppm. Castelo et al. (1998) publicaron niveles de

- fumonisinas de 3.5 a 7.4 ppm en maiz blanco y de 0.5 a 4.75 en malz amarillc en
Maryland, Estados Unidos.

No se presenté influencia por el tipo de variedad de maiz (UDG-600, 601 y
602) el cual es de tipo semidentado, respecto a la incidencia de F. verticillioides, el
| desarrollo de UFCg™ y la contaminacion por fumonisinas, lo cual posiblemente se
dio porque es una misma especie de hospedante. Los genotipos de maiz (lineas
~ consanguineas e hibridos) tienen caracteristicas especificas como son el tipo de
~ endospermo y la madurez , ambas se han estudiado para conocer su influencia
sobre la contaminacion por fumonisinas en el mencionado cereal, reportandose
una mayor produccion en el maiz de tipo dentado, intermedia en el semidentado y
baja en el cristalino. Doko ef al., (1995) no encontraron relacion entre el contenido
de fumonisinas y el ciclo vegetativo del maiz en los diferentes paises; sin embargo

se pudo observar cierta tendencia a presentar mayor contaminacion al prolongarse
el ciclo vegetativo.
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Stack y Eppley {1992) encontraron que los niveles de fumonisinas en maiz,
no implicado con micotoxicosis, son variables, encontrandose mayor cantidad en
el maiz molido o"parcialmente molido. Shephard et al., (1996) mostraron que
existen niveles elevados de contaminacién en maiz entero o en sus subproductos
durante diferentes cosechas y paises.

Los niveles de fumonisinas que encontramos en el presente estudio

estuvieron en el rango de 6.3 a 11 ug/g vy que entran segun Shephard ef al.

(1996) dentro de las cantidades encontradas en maiz relacionado con brotes de

leucoencefalomalacia equina (con un réngo de 10-23 pg/g), asimismo, los niveles
de la toxina implicados con brotes de E£dema pulmonar porcino (EPP} fueron de 3-
330 pg/g , con un nivel promedio de 76 pg/g en maiz entero y molido. En México
existen pocos reportes sobre el grado de contaminacion de fumonisinas en
alimentos de animales o de humanos, y como el maiz representa la base de
alimentacion de la poblacion, fue importante determinar la incidencia natural de
| fumonisinas_en este cereal y sus productos derivados, para establecer el riesgo

que la presencia de estas micotoxinas tienen para la salud.

El estudio del riesgo involucra la frecuencia o el grado de la contaminacion
natural y los niveles de fumonisinas presentes, para valorar el grado de

exposicién, ademas el medir el impacto toxicolégico de la toxina en animales.
9.2 Capacidad productiva de fumonisinas por F. verticillioides.

En nuestro trabajo el 80% de las cepas del hongo aisladas del maiz,
| presentaron alta capacidad productora de fumonisinas, superior a 1000 pg/g,
segun los estudios de Nelson et al.,, (1892 b), quienes consideraron como cepas
~de alta produccién a aquellas con niveles mayores a 500 pg/g; productoras
intermedias de 50 - 500 pg/g y de baja produccién de menos de 50 pg/g. El
alimento asociado con leucoencefalomalacia tuvo cepas altamente productoras,

mientras que pocas cepas provenientes del sorgo mostraron alta produccion,
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ademas concluyen que la mayoria de las cepas aisladas de diferentes substratos
y 4reas geograficas pueden producir estas micotoxinas y la produccion es alta,
encontrandose en maiz de buena calidad en Estados Unidos, niveles entre 459 y

3 091 pg/g y en alimento de maiz dafiado de 144 a 6 090 pg/g, lo que coincide con

los resultados que se encontraron en el presente estudio, con las cepas aisladas
tanto de maiz sano como con dafio aparente.

Chulze et al. (1996) indican que la capacidad de las cepas de Fusarium
verticillioides aisladas en diferentes etapas del cultivo en Argentina, tuvieron
niveles de fumonisinas de 1 467 a 3 986 ug/g, encontrandose una mayor
produccién a Ioé 75 dias post ~ floracion. En Catalufia, Espafia, Sala et al. (1994)
mostraron que e! 33.8% de las cepas de Fusarium de la seccion Liseola aisladas
produjeron FB; 'y el 18% produjo FBy, siendo Fusarium verticillioides la especie
predominante para la produccion de fumonisinas. Se observé alto grado de
variabilidad en las cantidadeé de FB4 .y B> por las 45 cepas del hongo, ios niveles
fluctuaron de 5 a 8 600 ug/g de FBy y de 1 a 4 600 pg/g de FB.. En Europa
(Espania, Francia, ltalia y Polonia ) la valoracion sobre la praduccion de'cepas de
Fusarium aislada's a partir de maiz, sorgc, trigo, cebada y alimento balanceado
mostraron que toglas las cepas de Fusarium verticillioides y una cepa de F.
proliferatum produjeron fumoniéinas en cantidades desde 0.7 a4 100 ug/g. Todas
Iaé cepas produjeron tanto FBy como FBz , en upa relacion de FBy/FB; de 0.22.
La mayor produccién de fumonisinas se obtuvo a partir de las cepas aisladas de
ma.iz (pfomedio 1 259 pg/g), seguido de las cepas obtenidas del trigo (promedio
764 pglg) y cebada (320 pg/g). Los resultados de Visconti y Doko, (1994)

confirman los datos de otras areas geograficas de Europa, que son similares a los
reportados para Norteamérica.

Con relacion al estudio de cepas de F. verticillioides aisladas del maiz en
zonas con alta incidencia de cancer esofagico humano en Transkei, Sudafrica, se
‘encontrd que la cepa MRC 826, a partir de la cual se caracterizaron las

fumonisinas, produjo 7 100 pg/g de FBy y 3 000 pa/g de FB;. Alberts ef al. (1993)
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encontraron que existe relaciébn entre la alta produccidon de fumonisinas y la
actividad promotora de cancer, como es el caso de la mencionada cepa y de
otras (MRC 4317 y MRC 4321), con alta produccion de fumonisinas, imi'entras que
cepas de baja produccion no exhibieron actividad promotora de cancer. Debido a
que las cepas de F. verticillioides aisladas en el maiz de Huejotitan, Municipio de
Jocotepec, Jalisco son consideradas de alta produccion, deben realizarse nuevas
investigaciones tanto toxicologicas como epidemiologicas. '

9.3 Efecto del proceso de nixtamalizacién sobre la contaminacién de

fumonisinas.

La presencia de fumonisinas en el total de las muestras analizadas indica
que existe riesgo toxicologico en la poblacion de la ZMG, pues sus niveles con
comparables a los datos proporcionados por Bullerman y Tsai, (1994), quienes

detectaron un rango de 0.17 a 2.4 ug/g en harina de maiz, en Charleston SC,

'Estados_ Unidos. De los resultados obtenidos en nuestro estudio, se observd

mayor contaminacion en los sectores Reforma y Libertad, ambos localizados en la
zona oriente dé la ciudad, lo cual pudo ser debido al origen del maiz que abastece
a los molinos de dichos sectores, aunque no fue posible obtener informacion al
respecto. E! hongo principalmente se desarrolla y contamina a nivel de campo, lo
cual puede variar segln la &poca dei afio y el tipo de cosecha, otros factores que
contribuyen a la severidad o reduccion de la contaminacién son el

almacenamiento, el proceso de nixtamalizacion y la elaboracién de |a tortilla.

Las condiciones ambientales que prevalecieron en e! almacén de los
molinos bajo estudio se consideran dentro del rango 6ptimo para el crecimiento de
hongos y produccidn de micotoxinas, ademas de que el maiz permanecid
almacenado durante 8 dias en promedio, tiempo suficiente para la produccion de
esporas, lo cual puede ocurrir de 2-3 dias a 28°C y en 5 dias a 20°C (Gonzalez,

1995). Durante la nixtamalizacion el tiempo de reposo, asi como la temperatura y
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humedades registradas fueron consideradas similares a los reportados por
Barragan (1996) y Guzman de Pefa (1995). Tanto el reposo como los lavados

previos a la preparacion de la masa siguieron el proceso tradicional.

9.4 Efecto de la nixtamalizacién sobre los niveles de FB;, FB; y sus
hidrolizados.

Los productos nixtamalizados de maiz en esta investigacion presentaron
altos niveles de FBy si se comparan con los encontrados por Stack (1998), quien
reporta niveles promedio de FBy de 0.262 en masay de 0.187 pg/g en tortilla, en
ia frontera de Texas-Mexico; las muestras obtenidas en Méxicd mostraron niveles
mayores en ambos productos, con rango de 0.21 a 1.80 ug/g y un promedio de
0.79 ng/g de FB4, mientras que las muéstras adquiridas en Estados Unidos de
Norteamerica mostraron niveles de 0.04 a 0.38 ng/g y promedio de 0.16 pug/g. La
elevada contaminacion por FB4 presente tanto en maiz como en masa y tortilla, en
nuestro estudio, posiblemente se deba a un proceso de nixtamalizacion

incompleto, ya que el tiempo de cocimiento que se realiza en ios molinos de la

'ZMG es de 12.5 minutos menor al indicado en el estudio realizado por Stack
~ (1998), donde se establece un periodo de una hora.

En ofra investigacion, con muestras obtenidas en dos localidades de
Guatemala, los niveles promedio de FB1 encontrados en tortilla en la region de
Santa Maria de Jesus fueron de 0.85 = 2.0 (s) y en Patzicia de 2.2 + 3.6 (s),
siendo los niveles mayores de 6.5 y 11.6 ug/g en dichas localidades. Estos tiltimos
niveles son comparables a los encontrados en el presente estudio.

Sydenham et al. (1991) sugieren que el tratamiento de maiz con alcalis
como el hidréxido de calcio puede reducir los niveles de fumonisinas. Los estudios
involucran cocimiento a 100 °C durante una hofa (Hendrich et al., 1993) o el
mantener maiz entero o molido, contaminado con FBy en soluciones acuosas de

hidréxido de caicio (1-2%) a temperatura ambiente durante 24 horas (Sydenham et
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al., 1992 b, 1995). En el presente estudio se observd una reduccion del 40% de
FB; en la tortilla respecto a lo encontrado en maiz, sin ser significativa

estadisticamente, manteniendo la tortilla niveles que se consideran de riesgo a la
salud.

Existen estudios sobre la descontaminacion de las fumonisinas del maiz por
medio de calor, sin embargo, Alberts ef al. (1990).observaron que los tratamientos
térmicos no redujeron los niveles de fumonisinas. La estabilidad de dichas
micotoxinas al calor fue confirmada por Doko y Visconti (1993) y Dupuy ef al.
(1993). Viljoen et al. (1‘993) reportaron reduccidn progresiva en los niveles de
fumonisinas durante el refinamiento de la comercializacion de maiz en procesos
de molienda, mientras que Sydenham et al. (1995) encontraron una reduccion del
29 al 69% en los niveles de fumonisinas por éfecto del tamizado. Bothast et al.
(1992) detectaron degradacion minima de FB; durante la fermentacién a etanol
por el maiz contaminado. La mayoria de la toxina fue recuperada en el grano
destilado, en silo y en las frac‘:cionés solubles, sin detectarse a la FB4 en el alcohol
destilado 0 en solidos centrifugados. |

Norred et al. (1991) estudiaron el efecto de tratamientos con amonio a bajas

temperaturas y presion, encontrando sélo reduccién parcial de la FB4 mientras que

la toxicidad del material tratado fue retenida. En contraste, Park et al, (1996)

demostraron que la aplicacion de altas temperaturas junto con presion produjo
una reduccién del 80% de la FB;.

El proceso fradicional de nixtamalizacidén produce una reaccidn que
involucra pérdida de los dos &cidos tricarboxilicos de la molécula ariginal de
fumonisina generando un compuesto hidrolizado (Sydehham et al., 1995),
Hendrich et al. (1993) encontraron que el hidrolizado de FB, a concentraciones de
8-11 mg/kg de peso mostré los mismos sintomas de toxicidad que la observada

por el consumo de maiz contaminado con F. proliferatum conteniendo de 45-48
mg/kg de FB,.
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Se encontraron hidrolizados de fumonisina By, en el presente estudio,
destacando su detecciéon en el maiz, lo cual no se ha reportado previamente.
Estos hallazgos son riovedosos, al no ser esperados, sin embargo, se ha
reportado que los hidrolizados de fumonisinas pueden ser desarrollados por
Fusarium. Keller y Suilivan (1998) encontraron que la FBy parcialmente hidrolizada
fue detectada en cultivos por Fusarium proliferatum lo cual pudiera deberse a la
presencia de estearasé en esta especie de hongo. Jackson et al. (1996) indican
gue el HFBy se ha detectado en otros alimentos de maiz que no fueron

nixtamalizados, en los cuales el calor y el agua pudieron ser suficientes para
efectuar una hidroélisis. '

Los niveles de HFB; presentes en masa y tortilla en este estudio fueron
mayores a los reportados por Dombrink-Kurtzman y Dvorak, (1999) quienes
encontraron como nivel maximo de HFB¢ a 0.1 pg/g, ademas, mostraron que la

| - FB1 representa aproximadamente el 70% del total de las fumonisinas detectadas,

por o que el principal producto de la hidrélisis de las fumonisinas, es el |

hidrolizado de FB; (HFB,), sin embargo es posible que otros productos de

descomposicién como complejos de FB-calcio jueguen un papel importante en la
toxicidad del maiz nixtamalizado.

- Meredith et al. (1999) encontraron niveles promedio de HFB, de 26.1 +38.5
ng/g en tortillas procedentes de Santa Maria de Jestis y de 5.7 +9.4 ng/g en
Patzicia, ambos en Guatemala. No hubo hidrolizados en el nixtamal.

La incompleta remocién del pericarpio ocasionada por un proceso
incompleto de nixtamalizacion, principal sitio donde se localizan las fumonisinas,
pudiera ser la causa de las dife_rencias en la deteccidon de FB; e HFB4 en
productos nixtamalizados como la masa y tortilla. Ademas de los procesos de
extrusion utilizados para la fabricacion de nixtamal, pueden también influir, ya que

se retiene pericarpio en el producto final (tortilla), por lo que Dombrink-Kurtzman y
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Dvorak, {1999) sugieren monitorear el grado de remocién del pericalipio como un
posible indicador de la cantidad de fumonisina retenida.

Los estudios de deteccion de fumonisinas y sus hidrolizados en masa,
tortilla y maiz amarillo enlatado conducidos por Hopmans y Murphy (1993)
* permitieron concﬁluir que aunque la toxicidad de los hidrolizados no esta
comprendida ampliamente, su transformacién metabdlica llega a ser un importante

factor que contribuye en el riesgo de exposiciéon a fumonisinas.

Respecto a los niveles de FB: detectados en maiz y en productos
nixtamalizados, se tiene.n pocos estudios. En esta investigacién se encontraron
bajos niveles de FB; en maiz, masa y tortilla, el maximo valor encontrado fue
0.244 ng/g. .Th'akur y Smith (19896) reportan niveles promedio de 1.092 ug/g en
maiz, mientras que los niveles reportados por Hopmans y Murphy (1993) en maiz
y subproductos tienen un rango de 0-0.414 ng/g de FB; .

De manera similar se tienen escasos reportes sobre la deteccion de HFBy,
atribuyéndose como causa a deficiencias en la metodologia utilizada,
encontrandose solo niveles traza de HFB; en este estudio.

De acuerdo con la cantidad de FB4, FB; e HFB¢ presentes en tortillas de la
ZMG, la contaminacion por fumonisinas en maiz puede ser considerada de riesgo
para la salud de humanos y animales. Debido a que existen pocos estudios que
relacionen el consumo de maiz contaminado con las 'enfermedades de humanos,
es dificil especular sobre sus dafos a la salud, sin embargo es claro que pa.rte de

la poblacién ingiere niveles considerados toxicos para algunos animales.

Puesto que las fumonisinas tienen efectos promotores de cancer en
‘animales y humanos en Africa y China', es importante determinar si en México
existe asociacion del consumo de fumonisinas en cantidades que representen un
riesgo de promocién de cancer. |
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La region de Transkei Sudafrica tiene alta incidencia de cancer esofagico
humano, y su maiz, considerado alimento basico de la poblacién, esta altamente

contaminado con fumonisinas. Thiel ef al. (1992) indica que el consumo diario de

' maiz, en esta region, se estima en 460 g por adulto de 70 kg en comparacién con

un consumo de no mas de 4 g por persona en Suiza y un estimado de 7g en
Alemania e Inglaterra. Asumiendo el promedio del peso de un adulto de 70 kg y
un promedio de contaminacidon por fumonisinas de 1.7 pg/g en maiz sano en areas
de alta incidencia de cancer esofagico en Transkei y de 0.5 pg/g en Europa es
posible calcular un consumo diario para estas poblaciones de 11.2 ug/kg de peso
vivo/dia en Transkei, de 0.03 pg/kg de peso vivo/dia en Suiza y de 0.05 pg/kg de
peso vivo/dia en Alemania e Inglaterra (Shephard et al, 1996). En el presente
estudio se obtuvieron 4.364 pg/g de £B, 0.051 pglg de FB2y 0.874 pg/g de HFB,
en tortilia, los cuales se consumen simultdneamente, dando un tota! de 5.289 ng/g,
que es un nivel sumamente alto, considerando un conéumo de tortilla por persona

de 300 g diarios, sin tomar en cuenta otros derivados y bebidas. de maiz de
consumo frecuente en México.

~ Gelderblom et al. (1996) estimaron, en un estudio de cancer en ratas a partir
de dosis bajas durante periodos de 24 meses, un nivel de efectos no observados
(NOEL) con un consumo diario tolerable (TDI=NOEL/1000) de fumonisinas de 0.8

ng/kg de peso vivoldia, por lo que en comunidades del norte de Europa las

fumonisinas no representan un riesgo a la salud. Sin embargo, en Transkei, las

comunidades rurales que dependen del consumo de maiz de cultivo casero, se
encuentran con alto riesgo aun con maiz sano, sin considerar el consumo

adicional de bebidas fermentadas procedentes de maiz altamente contaminado o
de maiz mohoso que sustituya a maiz sano.

Como parte de las estrategias para el control de fumonisinas, en Estados

“Unidos, en alimentos de humanos y suplementos para animales, la FDA junto con
- el Instituto de Seguridad de Alimentos y Aplicaciones en Nutricion (Organismo

Mundial de la Salud) y el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
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proporcionaron una guia de niveles que recomiendan los limites maximos de
fumonisinas para alimentos de humanos y animales’, los cuales se obtienen
cuando se utilizan buenas practicas agricolas y de manufactura. La FDA considera
con base en estos niveles reéomendados como limites maximos de tolerancia a

fumonisinas, se puede reducir la exposicion y el riesgo de sufrir dafios en la salud
de animales y humanos. |

Los niveles que presenta la guia publicada el 6 de junio de 2000, incluye a

las fumonisinas By + B, + B; . Se recomienda que los productos de maiz

desgerminado para consumo humano como son las hojuelas, y la harina, con un

contenido mayor a 5% de grasa no excedan una cantidad de 2 ng/g de
fumonisinas ', y con niveles de grasa < de 2.25%, una cantidad de fumonisina

maxima de 4 pg/g. En equinos y'_conejos el limite maximo de tolerancia es de 5

" ng/g en menos del 20% de su dieta; en cerdos el limite es de 20 ug/g en menos

del 50% de su dieta, y en rumiantes lactantes y pollos de engorda el limite es de
30 ng/g en menos del 50% de su dieta.

El presente trabajo representa un esfuerzo por conocer l0s niveles de
fumonisinas en maiz y sus derivados y los posibles riesgos que la ingestion de
estos alimentos representan a la salud de animales y humana.

* FDA/CFSA; Draft Guidance for Industry: Fumonisin Levels en Human Foods and Animal Feed.
hitp://vm.cfsan.fda.gov//. Edms/fumongui.html
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X. CONCLUSIONES

Se presento alta incidencia de Fusarium verticillioides en el maiz de Ameca
y Huejotitan, Jalisco, independientemente de la variedad del maiz, del dafio

visual de las mazorcas y de las condiciones climatoldgicas que
prevalecieron en la época de cultivo.

La contaminacién por fumonisinas se presento en el 100% de las muestras
de maiz en ambas localidades, encontrandose niveles significativamente
mayores (p<0.05) en Huejotitan, Municipio de Jocotepec, Jalisco.

El estudio de relacion entre dafio. visual de las mazorcas y el desarrollo de
unidades formadoras de colonias fue significativo en Ameca lo cual indicd
que a mayor dafio en mazorcas mayor desarrollo de UFCg™, efecto no

observado en Huejotitdn posiblemente por la gran variabilidad de valores
encontrado.

La relacion entre el dafio visual de las mazorcas y los niveles de
fumonisinas en maiz no fue estadisticamente significativa, se detecté alta
concentracion tanto en maiz aparentemente sano como dafado.

El 93.7% de Ias c'epas de Fusarium verticillioides aisladas en el maiz fueron
productoras de fumonisinas, y el 80% de las cepas se consideran de alta
capacidad productiva de fumonisinas.

Existe contaminacion por fumonisinas en el 100% de las muestras de masa
y tortillas que se expenden en la zona metropolitana de Guadalajara,
encontrandose los mayores niveles en los sectores Libertad y Reforma.

El proceso de nixtamalizacion no reune las condiciones apropiadas de

temperatura y tiempo durante el cocimiento, siendo poco eficiente sobre la
reduccion de los niveles de fumonisinas.

Se encontraron hidrolizados de fumonisinas en maiz y altas cantidades de -
ellos en masa y tortilla, lo que indica el riesgo de exposicién en

consumidores.
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ANEXO 1

Analisis es_tadistico de UFC en las variedades de maiz
UDG-600, UDG-601 y UDG-602 de Ameca, Jalisco

Variedad de maiz
UDG-600 UDG-601 UDG-602

133.33 3045.45 4200
3123.07 119.23 725
90.9 81.81 83.3
1100 ~ 1590.9 52571.42
246153 8.42 1214.28
- 127.27 375 678.57
1561.5 586.46 130.76
444 .44 538.46 320
20000 2538.46 2800

27.05 43538.38 3071.42

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos n Suma Promedio Varianza

UbG-600 10 29669.09 2966.909 36909856.5

UDG-601 10 52422 .57 5242257 182202548

uDG-602 ~ 10 65794.75 6578.4756 263151100

ANALISIS DE VARIANZA _ N _
Fuente S.C G.L, C.M. F Probabilidad _F. Tablas

Tratamientos  66719978.7 2 . 33359980.3 0.20752134 0.81387988 3.3541312
Errorexp. 4340371548 27 160754502

Total 4407001526 29
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ANEXO 2

Analisis estadistico de fumonisinas en las variedades de maiz
UDG-600, UDG-601 y UDG-602 de Ameca, Jalisco

Variedad de mailz

UDG-600 UDG-601 UDG-602
Fumonisinas 31 3.3 1.2
{ppm) a5 6.2 5.2
25 2.2 8.3
9 7.2 15
. 22 4 6.4
2.3 56 6.7
2.8 12 4
11 2.2 7.4
45 16 3.7
59 25 9.9
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN .

Grupos n Suma Promedio Varianza
UDG-800 10 66.6 6.66 37.6382222
UDG-601 . 10 61.2 6.12 211017778
UDG-602 - 10 67.8 6.78 14,5551111

ANALISIS DE VARIANZA
Fuente S.C. G.L CM F Probabilidad  F.Tablas
Tratamientos 2472 2 1.236 © 0.05059 0.95075825 3.3541312
Error exp. 659.656 27 24.4317037
Total 662.128 29
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ANEXO 3
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Analisis estadistico de UFC en Huejotitan,
municipio de Jocotepec, Jalisco.

Dano visual de las mazorcas

(UFC g-1}
<2% 2-10% 10-25%
4000 7000 90000
12000 3000 1160000
20000 150000 5000
300 1100
1400 90000
80000 12000
1100 32000
80000
3000
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos N Suma __Promedio Varianza
<2% g 201800 224222222 1105931944
2-10% 7 285100 42157.1429 3231106190
10-25% - 3 1255000 418333.333 4.1436E+11
- ANALISIS DE VARIANZA :
Fuente . SC G.L C.M. F Probabilidad F. Tablas
Tratamientos 3.8044E+11 2 1.9022E+11  3.55158285 0.05291684 3.63371555
Errorexp. 8.5695E+11 16 5.3559E+10 '
Total 1.2374E+12 18




~ ANEXO 4
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Analisis estadistico de UFC en Ameca, Jalisco.

Dafio visual de las mazorcas

(UFC g-1)
- <2% 2-10% 25-50%
133.33 3123.07 586.46
90.9 2461.53 43538.38
1100 727.27 52571.42
1861.5 3045.45 678.57
444 .44 1590.9
20000 375
27.05 2538.46
119.23 1214.28
81.81
8.42
538.46
4200
725
83.3
136.76
320
2800
3071.42
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos n Suma Promedio Varianza
<2% 18 35441.62 1968.97889 21762763.9
2-10% .8 15075.96 1884.485 1113665.03
25-50% 4 9737483 24343.7075 763228249
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente - 8.C G.L. C.M. F Probabilidad  F. Tablas
Tratamientos . 1739586588 2 869793294 8.80407953 0.00113846 3.3541312
Error exp. . 2667447388 27 987943477 '
Total 4407033976 29




Analisis estadistico de los niveles de fumonisinas

ANEXO 5

en el maiz de Huejotitan, municipio de Jocotepec, Jalisco

Dafo visual de las mazorcas

120

Fumonisinas <2% 2-10% 10-25%
(ppm) 9.2 g2 8.9
97 9.1 10
1 12 9.1
85 17
9.8 8.5
9.9 9.1
9.6 9
12.1
12.1
Analisis de varianza de un factor
. RESUMEN
Grupos n Suma Promedio Varianza
L <2% 9 91.9 10.2111111 1.57611111
: 2-10% 7 73.9 10.6571429 9.38952381
10-26% 3 28 9.33333333 0.34333333
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente S.C, G.L. C.M. E Probabilidad F. Tablas
Tratamientos 3.14730159 2 1.57365079 0.36158893 0.70211684  3.63371555
Error exp. 69.6326984 16 4.35204365 ' ' '
18

Total 72.78




ANEXO 6

Andlisis estadistico de los niveles de fumonisinas
en el maiz de Ameca, Jalisco.

121

Fumonisinas <2% 2-10% 25-50%
{ppm) 3.1 3.5 12
2.5 22 ‘ 2.5
9 2.3 15
2.8 33 6.7
11 7.2
4.5 586
59 16
6.2 6.4
2.2
4
22
1.2
52
8.3
4
RESUMEN
. Grupos n Suma Promedio Varianza
<2% _ 18 o 1129 6.27222222 23,2785948
2-10% 8 66.3 8.2875 49,0183929
. ' 25-50% L 4 36.2 9.05 30.8433333
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente S.C. G.L C.M. F Probabilidad F.Tablas
Tratamientos 38.6331389 2 19.3165694 0.62731608 0.54162716  5.48812
Error exp. 831.394861 27 30.7924023

Total ____B70.028 29




ANEXO 7

Analisis estadistico de la deteccién de fumonisinas

en maiz de Huejotitan y Ameca, Jalisco

- Ameca
31
25
9
2.8
1
4.5
5.9
6.2
2.2
4
22
1.2
52
83
4
7.4
3.7
9.9
3.5

22
2.3
3.3
7.2
56
16
6.4
12
2.5
15
6.7

Fumonisinas (ppm)

Huejotitan

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

9.2
9.7
11
8.5
9.8
9.9
9.6
12.1
12.1
9.2
9.1
12
17
8.5
9.1
9
8.9
10
9.1

Ameca Hugjolitan

Media 7.18 10.2
Varianza 30.00096552 4.043333333
Observaciones. 30 19
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 40

- Estadistico t -2.74223917
P(T<=t) una cola 0.00454161
Valor critico de t (una cola) 1.683852133
P(T<=t) dos colas _ (0.00908322
Valor critico de t (dos colas) 2.021074579
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ANEXO 8
Analisis estadistico de la deteccion de fumonisinas
en la zona metropolitana de Guadalajara

masa tortilla ' masa tortilla
Libertad 0.5 0.9 Reforma 3.4 3.1
3.8 17 3.1 _ 2
.25 1.7 - . 1.6 1.6
23 - 3.3 1.1 0.56
2 0.7 . : _ 1.3 0.9
11 01 _ 0.7 : 0.8
2.2 . 0.6 1.4 2
0.76 0.17 1.1 0.8
2.1 1.6 26 0.8
: 2.87 2 : 14 1.3
Hidzalgo 1.6 02
1.3 0.9 Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
1.4 0.8
1.3 1.1 masa tortilla
1.8 0.9 ‘ Media 1.63225 1.139
1.1 1.2 Varianza 0.50417173 0.49692718
1.6 1 Observaciones 40 40
1.8 1.5 Varianza agrupada 0.54554946 '
0.73 0.16 Diferencia hipotética de las media 0
243 1.07 Grados de libertad : 78
Judrez 0.9 0.5 Estadistico t ) 2.98651726
' 1.3 0.9 P(T<=t) una cola 0.00188472
0.8 1 Valor critico de t (una cola) 1.66462542
1.8 1.1 P(T<=1) dos colas 0.00376944
1 0.5 Valer critico de t {dos colas) 1.99084752
1.3 1.2
1.4 2
1.6 0.5
0.7 : 1
1.6 1.3

£Cl



libertad
0.5
3.8

25 -

2.3

2

1.1
2.2
- 0.76
2.1
2.87

libertad

0¢
1.7
1.7
3.3
0.7
0.1
0.6

0.17
1.6

2

Masa

‘hidalgo

1.6
1.3
1.4
1.3
1.8
1.1
1.8
1.8
0.73
2.43

Tortila

hidalgo
0.2
0.9
0.8
1.1
0.9
1.2
1

1.5

0.18

1.07

. ANEXO 9

Analisis estadistico de fumonisinas de masa y tortilia

" por sectores en la zona metropolitana de Guadalajara

juarez
0.9
1.3
0.8
1.8

1

1.3
14
1.6
0.7
1.6

juarez
0.5
0.9

reforma
34
31
1.6
1.1
1.3
0.7
1.4
1.1
2.6
1.4

reforma
3.1
2
1.6
.56
0.9
0.8
2
0.8
0.8
1.3

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN _
Grupos Cuenta Suma  Promedio Varianza
libertad _ 10 20.13 2.013 0.99809
hidalgo 10 15.06 1.506 0.21193778
juarez 10 12.4 1.24 0.14044444
reforma 10 17.7 1.77 0.85344444
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente S.C G.L C.M F Probabilidad F. Tablas
Entre grupos 3.3374475 3 1.1124825 2.01910084 0.12857346 2.86626545
Dentro de los 19.83525 36 055087917
Total 23.1726875 39
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
libertad : 10 12.77 1.277 0.85795667
hidzlgo 10 8.83 0.883 0.17484556
juarez 10 10 1 021111111
reforma 10 13.96 1.396 0.62080444
ANALISIS DE VARIANZA
Fuenie S.C. G.L C.M. F Probabilidad  F. Tabias
Entre grupos 1.6885 3 0.5665 1.15346373 0.34087534 286626545
Dentro de los 17.68068 36 049112944
Total 19.38016 39
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ANEXO 10

125

Andlisis de Varianza del efecto del proceso de nixtamalizacion.
Transformacion Logaritmica

F tablas
Fuente Grados de Suma de . Cuadrados
Libertad cuadrados medios F calculada 0.05 0.01
2.275 2.655
Tratamientos 15 26.60828 1.773885 5.596912 ** b
2,901 4.459
Molinos 3 8.562136 2.854045 9.005002 ** ¥
2.901 4.459
Praductos 3 15.80011 5.300036 16.72252 ** >k
2189 [3.021
Interaccion 9 2.146036 0.238448 0.752346 ns ns
Error 32 10.14208 0.31694
Total 47 36.75036 N
** diferencia altamente significativa
ns diferencia no significativa
Tabla de Contrastes Ortogonales
- ft
Maiz | Nixt. | Masa |Tortilla| Zw | Zw? |Dw | Zw® | fc | 0.05 | 0.01
: ' Dw
485 | 1001 | 213 9.38
a a a - a
3 -1 -1 -1 104.8 | 10985 72 152.5 | 23.12 4.35 8.1
0 -1 2 -1 23.21 538.7 36 14.96 | 2.267 435 | 81 ns
0 1 0 4 .| 063 | 039 12 | 0033 | 0005 | 435 | 84ns

L1

: diferencia altamente significativa

ns: diferencia no significativa

» ~ a: Totales de fumonisinas para cada uno de los productos

o Zw: Valor de la diferencia detectada en la comparaciéon descrita (para el
primer caso se compara el contenido de maiz, contra los otros productos)

» 7w Diferencia elevada al cuadrado

= Dw: Numero por el cual se debe dividir la diferencia al cuadrado

a 7
Dw

Zw? : Suma de cuadrado de la comparacion

* Fc: Valor de F calculado que se debe comparar con el de Tablas para
aceptar o rechazar la hipotesis nula.




Deteccion de FB1

Maiz Masa
922.49 15640.17
830.6 2621.56
16783.55 2059.63
658.2 2581.78
. 7718.95 4259.04
16557.87 3817.82
19867.03 25561.1
1148.79 13122.08
1024.01 10275.28

Deteccitén de FB2

Maiz Masa
24422 62.29
239.68 15.88
108.83 62.89

67.2 0
181.43 8]
155.26 10202

105.8 58.27
99.65 8573
82.31 106.2

ANEXO 11

Anélisis estadistico de la deteccion de FB1y FB2 mediante

Tortilla
- 6,851.44
0
10109.25
0
9698.64
0
12612.8
0
0

Tortilia

O oo

135.17

234.33

86.72

Cromatografia de liquidos

Anadlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Maiz 8 65311  7256.832222 6.8BE+(Q7
masa _ 9 57028 B336.495556 2.7E+07
tortilia 9 39272 4363.57 2.9E+07
ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE S.C G.L C.M. F Probabilidad  F. Tablas
Enire grupos 39331263.34 2 19665631.67 0.47677 0.62654158 3.402831794
Dentro de los grupos 9899479438 24 41247830.99 '
Total 1029279207 26
Ansiisis de varianza de un factor
RESUMEN

Grupos Cuenta Suma FPromedio Varianza
Maiz 9 1284.4  142.7088889 4384.81
masa 9 504.28 56.03111111 1783.22
iortifla - 9 456.22 50.69111111 7196.94
ANALISIS DE VARIANZA ‘

FUENTE S.C. G.L CM F Probabilidad  F. Tablas
Entre grupos 48026.47256 2 2401323628 5.30019 001165532 3.402831794
Dentro de los grupos 106919.8057 24 4454 991503
Total 154946.2782 26
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ANEXO 12

Anglisis estadistico de la deteccién de HFB1 mediante Cromatografia de liquidos

Deteccion de HFB1
Maiz - Masa Tortilla Andlisis de varianza de un factor
70.89 257.22 347.01 - '
38.93 333.99 613.81 = RESUMEN
. 46.64 34267 557.76 ' Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
64.1 170.93 442 81 Maiz 9 773.84 85.98222222 2502.13
92.54 1234.06 756.94 masa _ 9 47134 523.7088889 122528
64.4 339.17 1432.62 " tortilla : 9 7862.3 873.5877778 600977
56.71 578.49 312,97
161.84 515.69 656.57
177.79 941.16 27418 ANALISIS DE VARIANZA
~ FUENTE _ S.C. G.L CM F___ Probabilidad___F. Tablas
Entre grupos 2803027.148 = 2 1401513.574 579132 0.00886493 3.402831794
Dentro de los grupos 5808053.647 24 242002.2353

Total 8611080.798 26
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