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RESUMEN

En México, el maiz representa un alimento béasico para la poblacién, por lo que su
inocuidad es importante. Las fumonisinas son micotoxinas producidas por Fusarium
monififorme y pueden presentarse en cereales como el maiz, son las responsables
de la leucoencefalomalacia equina, del edema pulmonar porcino, tienen efecto
carcinogénico y hepatotoxico en ratas y se encuentran estrechamente relacionadas
con el cancer esofdgico en humanos en ciertas regiones de Sudéfrica, India vy
China.

La nixtamalizacién, procesamiento tradicional del maiz para la produccidén de masa
para tortilla, ha sido sugerido para descontaminar el maifz con fumonisinas, por lo
gue el objetivo del presente estudio fue valorar el efecto del proceso de
nixtamalizacién y elaboracion de la tortilla sobre los niveies de fumonisinas, para lo
cual se seleccionaron aleatoriamente cuatro molinos del Sector Reforma de la Cd.
de Guadalajara, obteniéndose muestras de malz, nixtamal, masa y tortilla, las
cuales se analizaron mediante el método de Cromatografia por Inmunoafinidad con
deteccién Fluorometrica.

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante contrastes ortogonales y
analisis de wvarianza. Todas las muestras presentaron contaminacién por
furnonisinas, encontrandose valores promedio de 5.79 ppm, 1.47 ppm, 2.95% ppm v
1.41 ppm en maiz, nixtamal, masa y tortila respectivamente, los niveles en el maiz
fueron estadisticamente diferentes {p<0.01} a los otros productos. El efecto del
procesamiento alcalino permitid la reduccidn de los niveles de fumonisinas en el
nixtamal en un 74.8% respecto a los niveles en el maiz, mientras que la reduccion
de fumonisinas en la tortilla con relacién a lo encontrado en la masa fue de 52.2%.
En conclusién se determind que el proceso de nixtamalizacién y elaboracién de la
tortilla es eficaz en la reduccién del contenido de fumonisinas en la tortilla, sin
embargo las investigaciones actuales reportan hidrolizados de fumonisinas producto
de la nixtamalizacién que pueden permanecer téxicos en ta matriz del alimento, lo

cual debe ser estudiado en nuestro pais.



Il INTRODUCCION

La salud ambiental segin la Organizacion Mundial de la Salud {OMS), forma parte
de la salud publica y se ocupa de las formas de vida, las sustancias, las fuerzas vy
condiciones del entorno del hombre, que pueden ejercer una influencia sobre su
salud y bienestar, de acuerdo a lo anterior las areas que involucran su estudio y
desarrollo son muy variadas puesto que la salud del hombre depende de
innumerables factores ambientales con los gque continuamente estd interaccionando
para el desarrollo de sus funciones y actividades cotidianas en cada una de las

esferas en las que se conduce (Garibay, 1997)

Una de las dreas que competen a la salud ambiental v que repercute directamente
en la salud del hombre es la Toxicologia Alimentaria, €sta seguln Concon citado por
Repetto {1995), es la rama de la Toxicologia dedicada al estudio de la naturaleza,
las fuentes y la formacién de sustancias téoxicas en los alimentos, asi como los
efectos nocivos, los mecanismos y manifestaciones de estos efectos vy la
prevencion de intoxicaciones mediante el establecimiento de los limites de

seguridad de las sustancias.

De acuerdo a sus origenes, los tdxicos alimentarios se pueden clasificar en cuatro
grandes grupos: 1) Constituyentes toxicos naturales; 2) Contaminantes biologicos
{bacterias, hongos) y quimicos; 3) Aditivos alimentarios y 4) Sustancias derivadas

{Repetto, 1995)

En los paises subdesarrollados se han presentado serios problemas de salud debido
a ciertos factores entre los que destacan las enfermedades de transmision
alimentaria (ETAs) y la creciente contaminacién de los alimentos. Entre las ETAs
cabe mencionar a las infecciones entéricas, intoxicaciones de origen alimenticio, las
parasitosis y las micotoxicosis alimentarias, éstas Ultimas ocasionadas por toxinas

producidas por diversos hongos.



La importancia de los cereales y en especial del maiz, en la nutricion de millones de
personas en todo el mundo es ampliamente reconocida. Debido a su ingesta
relativamente elevada es los paises en desarrollo, no se les puede considerar solo
una fuente de energia, sino que ademds suministran cantidades notables de

proteinas (FAQ, 1983)

México al igual que otros pafses de América Latina, es una cultura del maiz, gran
parte de las actividades individuales y sociales de sus habhitantes dependen de esta
planta. E! maiz estd presente en la mesa de los mexicanos en todas las épocas del

ano y en formas tan diversas como amplias son las necesidades (Pérez, 1996)

En la actualidad se conocen un gran ndmero de micotoxinas, sobresaliendo por su
importancia en la salud humana y animal, las aflatoxinas y las fumonisinas, ambas
reconocidas por el Organisma Internacional de Investigaciones contra el Céncer,
como potentes agentes cancerigenos. Las fumonisinas son producidas
principalmente por Fusarium moniliforme y Fusarium proliferatum, los cuales se
presentan en el maiz destinado para consumo humano y animal en tedo el mundo.
Recientes investigaciones han demostrado que estas toxinas son responsables de
ia leucoencefalomalacia equina y del edema pulmonar porcino (Thiel et al,1891;

Osweiller ef a/.,1992)

Fusarium moniliforme, es un hongo que puede crecer y producir toxinas en diversos
cereales incluyendo el mafz, trigo, arroz, sorgo y avena, que al ser ingeridos por el
hombre o animales pueden provocar enfermedad e inclusive la muerte {Nelson et

al., 1992)

En algunas regiones de Sudéfrica, Irdn y China, las fumonisinas han sido
relacionadas con la alta incidencia de cdéncer esofdgico humano. El riesgo de
toxicidad y el mecanismo de carcigenocidad de las toxinas se encuentra bajo

estudio (Riley et af, 1994a)



La nixtamalizacién, procedimiento tradicional al que somete al maiz para la
produccién de masa para tortilla, con hidréxido de calcio y calor, se ha considerado

como un proceso que reduce los niveles de micotoxinas {Syndenham et al, 1991)

El presente trabajo de investigacion valord el efecto de las condiciones ambientales
(temperatura y humedad relativa) vy del proceso de nixtamalizacién y elaboracién
de la tortilia sobre los niveles de fumonisinas en el maiz y sus productos. La
trascendencia del mismo radica en conocer la dindmica del tdéxico presente en el
maiz, a través del proceso antes mencionado e identificar cual de las fases es més

eficiente en la reduccidn de las micotoxinas.



il JUSTIFICACION

La Toxicologia se ha convertido en una disciplina indispensable para los
profesionales relacionados de alguna manera con el vastisimo campo de la Salud,
como parte de esta disciplina la toxicologia alimentaria, pretende conocer los
factores y condiciones que definen la toxicidad, riesgo y seguridad de las
sustancias que se encuentran en los alimentos v la naturaleza de la respuesta del

consumidor (Repetto, 1995)

La presencia de micotoxinas en los alimentos es un problema grave en todo el
mundo, al consumir alimentos contaminados, éstos inducen a la presentacion de
problemas agudos, crénicos vy subcrénicos, dependiendo de la concentracidn,
duracién de la exposicién, la edad y estado nutricional. Siendo mds prevalentes en
paises o regiones donde los grancs y semillas son almacenados con alto contenido
de humedad, tal es el casc de algunos paises latinoamericanos, donde el maiz ha

constituido por mucho tiempo la base de |la dieta del hombre (Barragan, 1996)

Las micotoxinas mas comunes que ademéas se encuentran distribuidas en todo el
mundo son producidas por los géneros Aspergiflus, Penicillium vy Fusarium, este
ultimo tiene gran capacidad para crecer en un amplio rango de substratos,
incluyendo el maiz. Fusarium moniliforme es una especie de gran interés en las
investigaciones actuales, por ser considerado productor de toxinas potencialmente
cancerigenas, como lo son las fusarinas y las fumonisinas {Norred y Voss, 1994,

Bullerman vy Tsai, 1994).

A nivel mundial, después de los insectos, los hongos son los principales causantes
de la disminucién de calidad de los cereales almacenados (Gonzalez, 198b). Se han
estudiado estos microorganismos desde el punto de vista bioguimico vy
microbiolégico ya que sus efectos repercuten en la calidad y valor nutritive de
estos cereales, ademas de representar un riesgo a la salud publica y animal
mediante la produccién de toxinas, las cuales pueden causar lesiones hepaticas,

renales, teratogénicas y mutagénicas (Task, 1989)



El maiz tiene un alto valor nutritivo y es rico en gluten, las evidencias indican que el
consumo del maiz como principal alimento ha sido constante a partir del momento
en gue se inicid la sedentarizacién de lo que hoy es México. Por otro lado, el maiz
por el tiempo de almacenamiento y el grado de humedad en que se conserva, estd
expuesto a la contaminacidén de hongos productores de micotoxinas como las
fumonisinas y éste al ser ingerido por las personas puede producir efectos todxicos,

causando problemas de salud pablica {Valle, 1991)

El maiz representa cerca de la mitad del volumen total de alimentos que se
consumen cada afo en nuestro pais. Este cereal se consume principalmente en
forma de tortillas y ha generado una industria que aln cuando se encuentra en
miles de pequenos establecimientos, es de enorme importancia. Con el consumo de
maiz, la poblacién mexicana satisface entre el 60 v 75% de sus necesidades de
energia, el 60% de las proteinas y el 87% de calcio total de la dieta cuando se le

consume en forma de tortilla (Pérez, 1996)

La industrializacién de otros productos de maiz nixtamalizado constituye una
alternativa redituable para la industria. Las tortillas de maiz ya no son Unicas del
mercado mexicano, principalmente a través del mercado de los Estados Unidos, los
productos de maiz nixtamalizado se encuentran en diversas regiones del mundo

incluyendo Europa, Asia, Africa y Australia {Almeida y Rooney, 1996}

En la actualidad el cdncer es una de las causas mdas importantes de mortalidad en
el mundo; aunque el cdncer de eséfago no figura entre las principales, cabe senalar
que en algunas regiones de Sudéfrica, Iran y en el Norte de China se ha asociado la
alta incidencia del cdncer esofdgico humano con el consumo de maiz altamente

contaminado con fumonisinas (Norred y Voss, 1994)

Aunque se han realizado varios estudios de efectos de los procesamientos del maiz
sobre la estabilidad de las fumonisinas, estd disponible una cantidad limitada de
informacion. Hasta ahora las fumonisinas se han considerado un compuesto estable

al calor {(Alberts et al.,1990)



La nixtamalizacion, que es un proceso tradicional del maiz para la produccién de
masa para tortilla, es también un método que ha resultado eficaz para reducir el
nivel de fumonisinas {Syndenham et a/,, 1991). La nixtamalizacién mejora el valor
nutritivo del maiz, sin embargo en estudios recientes se han detectado hidrolizados
de fumonisinas que pueden interactuar con los nutrientes para aumentar el efecto
cancerigeno de Fusarium moniliforme vy Fusarium  proliferatum  en el maiz

{Hendrich et al., 1993}

En Guadalajara como en todo el pafs, el maiz vy los productos derivados de éste
{principalmente la tortilla), son elementos fundamentales en la dieta, por lo que es
importante valorar que tan eficaz resulta el proceso de nixtamalizacidon vy
elaboracién de ia tortilla para disminuir el nivel de fumonisinas y por ende el riesgo
a la salud que representa la ingestion de dichos alimentos contaminados con estas
toxinas, ya que en un estudio previo (Reyes ef al., 1997} donde se valoré el nivel de
fumonisinas en masa y tortilla en la Zona Metropolitana de Guadalajara, se
encontraron valores promedio en tortillas de: 1.277 ppm, 0.883 ppm, 1.0 ppm, vy
1.396 ppm en los sectores Libertad, Hidalgo, Juérez y Reforma respectivamente,
encontrandose mayor contaminacién con fumonisinas en los sectores Reforma vy

Libertad.

El desarrolio de! presente estudio permitié dar respuesta a las siguientes preguntas:

1. ¢ Que influencia tienen la temperatura y la humedad relativa en el

almacenamiento del maiz en relacién a los niveles de fumonisinas?

2. ; El proceso de nixtamalizacién y elaboracién de la tortilla, disminuyen el nivel

de fumonisinas?

3. ; Los niveles de fumonisinas encontrados en los diferentes productos en ia
elaboracién de la tortilla, comparados con los niveles encontrados en otros

estudios, representan un riesgo para la salud humana?



IV MARCO TEORICO

4.1 El Maiz y su Impartancia

El maiz {Zea mayz), es uno de los cereales mas importantes del mundo, suministra
elementos nutritivos a los seres humanos y a los animales. El mafz, es el tinico
cereal importante nativo del hemisferio occidental y originario de México.
Representa el 5.4 % del total de las fuentes alimenticias de la poblacién humana y

ocupa el tercer lugar después del trigo y del arroz {Gonzédlez, 1995)

E! malz es una de las plantas mas dtiles al hombre. Una de sus principales
caracteristicas es su gran adaptacién, ya que se cultiva desde el Ecuador a
diferentes latitudes norte a sur; desde el nivel del mar, hasta méas de 3,200
msnm; en suelos vy climas muy variables y con una tecnologia muy diversa, Las
principales regiones en el mundo con mejor productividad son: El cinturén o faja
maicera en Estados Unidos con localizacién principal en lowa e lllinois, Cuenca del
Danubio en Eurcpa, extendiéndose desde el Sudoeste de Alemania hacia el Mar
Negro, las llanuras del Rio Po, en el Norte de Italia, las llanuras del Norte de China,
Noreste de Argentina, Sudeste de Brasil, América Central, Noroeste de América del
Sur y México. Se adapta mejor a suelos humedos y fértiles, en regiones
subtropicales templadas y en regiones tropicales altas, con temperaturas altas

durante el dia v bajas durante la noche {Reyes, 19290)

Entre los pafses con mayor volumen de preduccion en maiz se encuentran: Estados
Unidos, China, Brasil, México y Argentina. En México, representa el 43% de la
superficie cultivada; por su volumen de produccién, area cultivada y valor de

produccién, es el cultivo mds importante {(Reyes, 1990)



En 1998, la produccidn maicera en la Republica Mexicana se concentrd en Jalisco,
Estado de México, Chiapas y Michoacén, que tradicionalmente aportan el 78% de

la produccién nacional cada afio (Gonzédlez, 1998)

Las siembras de maiz en México ocupan una superficie de casi ocho millones de
hectareas con una produccién aproximada de 14 millones de toneladas (Rodriguez,
1994), representa aproximadamente el b0% del volumen total del alimento de
consumo en Meéxico y preporciona a la poblacidon la mitad de las calorias
requeridas. Del maiz total utilizado 59.5 % se consume en tortillas, un 4.7 % es
procesado por la industria almidonera y el 35.8 % se destina a otros uscs como:

alimento animal, semillas, etc {Gonzalez, 199b)

En México el 72% del total de produccién de maiz se destina para consumo
humano mientras que en Estados Unidos es aproximadamente el 10% (Rooney vy

Serna, 1987)

El consumo per cépita se calcula en 300 g/dia que aportan el 56 % de las calorias
y el 47 % de las proteinas en la alimentacién del mexicano, en las &reas rurales

estos porcentajes son del 76 % y 56 % respectivamente (Gonzdlez, 1995)

El maiz y sus derivados contienen casi todos los nutrimentos en mayor © menor
cantidad, v su composicidén cambia segun la variedad y otros factores ambientales.
Los tipos de maiz que se producen en México reportan una composiciéon promedio
del 70% de hidratos de carbono, 8% de proteinas, 4% de grasa, 4 % de minerales
y 3% de celulosa. Existen sin embargo, grandes variaciones en el contenido y

calidad de la proteina entre los diferentes tipos de maiz (Pérez, 1996}

El fruto de la planta del maiz se llama comercialmente grano, botdnicamente es un
cariépside y agricolamente se le conoce como semilla. En la figura 1 se indica el

diagrama de un grano de maiz y el nombre de sus partes:



Pericarpic: Cubierta del fruto, se conoce como testa, ollejo o cascara.
Aleurona: Capa de células del endospermo, de naturaleza proteica.
Endospermo: Tejido de reserva de la semilla que alimenta al embridon durante la
germinacién. Es la parte de mayor volumen. Dos regiones bien diferenciadas
hay en el endospermo suave o harinoso y el duro o endospermo vitreo. La
proporcion depende de la variedad.

Escutelo o cotileddn: Parte del embridn.

Embrién o germen: Planta en miniatura con la estructura para originar una
nueva planta, al germinar la semilla.

Capa terminal: Parte que se une al olote, con una estructura esponjosa,
adaptada para la rdpida absorcién de humedad. Entre esta capa y la base del
germen se encuentra un tejido negro conocido como capa hilar, la cual
funciona como un mecanismo sellante durante la maduracién del grano (la

formacion de la capa negra indica un grano maduro} {Revyes, 1990}

Figura 1. Estructura del grano de maiz
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4.2 Contaminacidn del Maiz

Durante el cultivo del maiz se presentan diversos factores que afectan su calidad,
entre los principales se encuentran los insectos y hongos, de estos dltimos algunos

pueden causar germinacion prematura y pudricidon de las mazorcas.

La contaminacién por hongos productores de micotoxinas en los cultivos de
cereales y consecuentemente en los granos destinados a nutricién humana vy
animal es un problema a nivel mundial, que indudablemente se ha hecho mas
evidente con el mejoramiento de las técnicas analiticas que han permitido
identificar a un ndmero cada vez mayor de estas substancias. Los cereales
contaminados con micotoxinas utilizados en nutricidn animal, pueden causar no
solo pérdidas econdmicas a los productores agropecuarios, sino también un riesgo
en la salud humana por la generacién de residuos potencialrﬁente téxicas
transmitidos a través de la formacién de toxinas en productos de origen animal

gue se obtienen de las explotaciones pecuarias (Medina y Mufioz, 1993)

La formacidn de micotoxinas en productos alimenticios depende de la cepa
especifica del hongo vy es influenciada por factores ambientales como la
temperatura y humedad, por lo tanto la contaminacion puede variar segidn las
condiciones geogréaficas. Por lo general, las micotoxicosis en el campo son el
resultado de la interaccion de dos o mas toxinas, sin embargo una de ellas puede

ser la de mayor prevalencia e impacto {Gonzélez, 1995)

Los factores que propician el crecimiento de mohos en los alimentos son
numerosos, entre los principales se encuentran el contenido de agua, la humedad
relativa del medio, la temperatura ambiente, la especificidad de determinados
substratos, los elementos que componen los alimentos como el contenido en
grasas o en nitrégeno y la competencia entre los distintos microorganismos

{Derache, 1990)
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En el cultivo de maiz la contaminacién por hongos requiere de altos contenidos de
humedad (20 a 21%)}), los cuales invaden y atacan a los granos antes de la
cosecha afectando su apariencia y calidad (rofla, manchas, decoloracion). Los
géneros de hongos considerados de campo que se presentan frecuentemente en el
maiz son Alternaria, Cladasporium, Helminthosporium, Aspergiflus vy Fusarium,

siendo este dltimo considerado tanto de campo como de almacén (Gonzalez,

1995)

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de hongos filamentosos que se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y contaminan una extensa
variedad de alimentos {Coulombe, 1993), pueden causar enfermedad e inclusive la
muerte al ingerirlos el hombre y los animales. Estas sustancias permanecen en los
alimentos aun después de que el hongo muere, y son relativamente estables bajo

condiciones usuales de cocimiento y procesamiento de los alimentos {Gonzalez,

1995)

Los hongos invaden productos agricolas y alimentos derivados de ellos, en los
cuales secretan sus metabolitos tdxicos. De acuerdo al 6rgano que atacan las
micotoxinas o las manifestaciones patoldgicas que causa, pueden distinguirse en
carcinogénicas, mutagénicas, hepatotéxicas, nefrotdxicas, neurotdxicas vy

toxicidad dermal {Task, 1989)

En el cuadrc No. 1 Se muestran las principales micotoxinas y el efecto que

producen en las diferentes especies animales.

Una de las especies de Fusarium de distribucién mundial y de gran capacidad para
crecer en una amplio rango de substratos es Fusarium moniliforme (Figura 2), el
cual es de gran interés en las investigaciones actuales, por ser considerado
productor de toxinas potenciaimente carcinogénicas, como las fusarinas vy

fumonisinas (Norred y Voss, 1994}



Cuadro No. 1 Principales hongos y sus toxinas
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Toxina Hongo Tipo de Toxicidad Ataca a:
Aflatoxinas Aspergilius flavus Hepatotdxica Pavos
B1,B2,G1,G2 Aspergillus {carcindgeno} Gallinas

parasiticus. Hombre
Ocratoxinas Aspergiflus Hepatotdxica Pollos
ochraceus. | Abortiva Cerdos
Rubratoxina Penicilfium rubrum Hemorragica Pavos
(renal y hepatica} Hombre
Fusarina F-2 Fusarium roseum Estrogénica y abortiva Bovinos
Inmunodepresora Cerdos
Fusarina T-2 Fusarium trincitum Gastrotoxica Hombre
Neurotdxica
Carcindégeno
Zearalenona Fusarium Estrogénica Cerdos
graminearum Abartiva Bovinos
Fumonisina B-1 Fusarium monififorme Carcindgeno Equinos
Neurotdxica Cerdos
Hepatotdxica Hombre

Fuente: Porras, 1979.

4.3 Taxonomfa y Biologia de Fusarium moniliforme

Fusarium monififorme J. Sheldon pertenece a la seccion Liseola del género

Fusarium estado perfecto de

Gibberella fujikuroi, del cual

se han aislado B

diferentes poblaciones denominadas A a la F; estas poblaciones estan ampliamente

distribuidas en todo el mundo y son encontradas en los cereales de las regiones

templadas,

encontrandose principalmente en el maiz la poblacién A y en el sorgo

la F (Nelson, 1992) . El cuadro 2 muestra la Taxonomfa de F. moniliforme.
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Figura 2. Fusarium moniliforme: (a) caracteristicas del micelio, (b) conidiéforos
(monofidlides), (c) microconidios individuales, (d) microconidios en cadena,
(e) microconidos en falsas cabezas (500 X)
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La distribucion de F. moniliforme es amplia, asi como su importancia econémica,
entre sus hospedantes figuran el maiz, el arroz, la cafia de azicar y el pldtano, a
los que ocasiona ahogamiento, pudriciones u otras anormalidades (Bullerman y
Draughon, 1994} ademés es comun aislarlo de diversos cereales incluyendo el
trigo, sorgo y avena. También se presenta con menor frecuencia en otros
alimentos como el frijol, cacahuate, pepino, soya y remolacha, también se

presenta en productos no alimenticios como el algoddn vy lino {Leslie et a/.,1992)

Cuadro 2. Taxonomia de Fusarium monififorme

Reino : Fungi
Divisidon: Eumycotina
Clase : Deuteromycetes
{Hongos imperfectos o
asexuales )
Orden : Moniljales
Familia : Moniliaceae
Género : Fusarium
Seccidn ; Liseola
Especie : Monilifarme

Fuente: Rodriguez, 1994

4.4 Presentacion de F. moniliforme en el Maiz

El hongo se presenta principalmente en cereales forrajeros en regiones calurosas.
Puede existir en el maiz en forma endofitica y permanecer en la planta vy en el
grano asintomadticamente, esta expresién esta relacionada con la naturaleza

genética del hongo, cultive del maiz y condiciones ambientales (Nelson, 1892)

El principal aspecto de la enfermedad en el maiz por F. moniliforme es
podredumbre de la mazorca, tallo y raiz, pudiendo variar el grado de infeccién de
acuerdo a la via de entrada del hongo, lo cual puede ocurrir a través de los estilos

de la mazorca o por esporas a través del viento, resultando en una infeccidn
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temprana de los granos, otra posible via de entrada es a través de orificios

causados por gusanos o insectos en el pericarpio del grano ({Bacon y Nelson,
1994)

Ademds de la infeccién local, la planta de maiz puede llegar a ser infectada
sistémicamente a partir de las semillas contaminadas, por lo que la infeccién se
presenta durante o inmediatamente después de la germinacion de la semilla,
entrando el hongo en la regién de la placa cotiledonaria cuando el tallo brota
{germinacién) o cuandoc la plimula emerge del coléptilo, el hongo crece en el
parénquima del tallo y es durante la floraciéon cuando el micelio del hongo se
ramifica a toda la planta. Se ha encontrado también en las raices primarias (Norred

y Voss, 1994)

El hongo se localiza en el pedinculo del grano de maiz como pequefias hifas, sin
embargo en granos asociades con toxicidad animal, usualmente se encuentra
como una extensiva masa de hifas esporulando que colonizan la mayor parte
interna del grano, incluyendo el gérmen. El hongo usualmente infecta en un

periodo de 2 semanas (Riley et a/., 1983a)

El dafio de la mazorca y el grano pueden ocurrir a su vez por la infeccion sistémica
de la planta o bien por una combinacién de infeccién local y sistémica (Bacon y

Nelson, 1294)

Fusarium moniliforme puede sobrevivir en el suelo como hifas engrosadas dentro
de fragmentos de maiz enterrados a 30 cms de profundidad, con una humedad de

5 a 30% y temperaturade 5a 10° C durante 12 meses (Nelson et a/, 1992)

Gonzalez (1995) menciona que hongos del género Fusarium pueden crecer a una

humedad relativa de 65 a 85% y a una temperatura de 20 a 25°C.

Los estudios de laboratorio han establecido que el rango 6ptimo de temperatura

para el crecimiento de F. moniliforme es de 22.5 a 27.5°C con un maximo de 32 a
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35°C y una temperatura minima de 2.5 a 5°C. Las investigaciones concluidas
sobre el crecimiento de este hongo bajo condiciones de almacenamiento son
limitadas y éstas no determinan la produccién de toxinas en el almacenamiento.
Los granos de maiz con contenidos de humedad de 18.4 a 23% fueron dptimos
para el crecimiento bajo condiciones de almacenamiento mientras que el
crecimiento fue inhibido a 28% de humedad. El crecimiento de este hongo en
almaceén es probablemente complejo ya que hay una interaccion entre la humedad,
los niveles de oxigeno {02} y bidxido de carbono {CQO2). Por lo tanto este hongo
puede crecer bajo condiciones de almacenamiento de 0% de Oz y 60% de CO:2 a
26°C, sin embargo bajo condiciones similares a 12°C, su crecimiento es reducido,
lo cual sugiere que su crecimiento en almacén es anaerobio. Por otra parte el
porcentaje de infeccién de F. moniliforme en el grano de maiz se incrementa
significativamente {p <0.05} en maiz cosechado con un contenido de humedad
promedio inicial de 12.4 % y almacenado por ocho meses (Bacon y Nelson,

1894}

Entre los principales metabolitos producidos por el hongo, se encuentran el acido
giberélico, regulador de crecimiento de la planta; moniliformina, potencialmente
téxico y de alta mortalidad; 4cido fusdrico y fusarin C ({fusarinas) ambas
potencialmente mutagénicas y las fumonisinas (Cawood et a/, 1991}, siendo estas

Gltimas las de mayor interés por su impacto a la salud humana y animal.

4.5 Caracteristicas de las fumonisinas

Las fumonisinas fueron caracterizadas quimicamente como diésteres de propano-
1,2,3-4cido tricarboxilico y/o 2-acetilamino o 2-amino-12,16-dimetil-3,5,10,14,15-
"pentahidroxicosano {Bezuidenhout y Gelderblom, 1988). En la figura 3 se
muestra la estructura quimica de los diferentes tipos de fumonisinas que se han

aislado y su peso molecular {Musser y Plattner, 1997)

Las fumonisinas FBi, FBz y FBs se encuentran en el maiz cosechado en

proporciones consistentes, presentes en contaminaciones naturales en una relacién
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de 3 a 1 para ta FBy: FBz y de 12 a 1 entre la FB1 v la FBa. De éstas, la FB: se

considera la de mayor toxicidad (Bullerman y Draughon, 1994}

Figura 3. Estructura quimica de las fumonisinas y su pese molecular (PM)

s
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FAK: = TCA OH OH NHCOCHs CHs 603
FB1 TCA TCA OH OH NHz CHa 721
FB: TCA TCA H CH NH2 CHs 705
FB3 TCA TCA OH H NH2 CHs 705
FC TCA TCA OH OH NH:z H 707
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FPz TCA TCA H OH JHP 784
FPa TCA TCA OH H 3HP CHa 784
PHi1a TCA OH OH OH NH2 CHs 563
PHw CH TCA OH OH NH2 CHa 653

Musser, 5.T., y Plattner, R.D., 1997

4.6 Presentacidn de las Fumonisinas en el Maiz y sus Productos

Desde su descubrimiento, las fumonisinas se han aislado del maiz y de alimentos

derivados de éste en pafses como Estados Unidos, Canadd, China, Egipto,

Argentina, Nepal, Perd y Brasil, esta distribucion geogrédfica sugiere que la
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contaminaciéon por F. moniliforme y sus micotoxinas se encuentran en todo el

mundo {Bacon y Nelson, 1994)

En paises como Estados Unidos, Canad4, Europa, América del Sur y Africa, donde
se han detectado fumonisinas en maiz y en sus productos, los estudios muestran
niveles elevados en el grano entero, maiz molido y harina de maiz, mientras que
en productos altamente procesados como las hojuelas de maiz y cereales (corn
flakes y corn pops) tienden a ser negativos o a tener bajos niveles de fumonisinas.
Los totopos también tienden a ser negativos para fumonisinas, en tanto que las
tortillas y las palomitas de maiz pueden tener bajos niveles de contaminacion,
estos datos se deben de interpretar con precaucidén, ya due representan el

producto de escasos estudios (Bullerman y Tsai, 1994)

En 1992, en el estado de Nuevo Ledn, México, se realizéd un estudic donde se
recolectaron muestras de maiz blanco destinado para consumo humano, los
resultados encontrados detectaron aita incidencia de cepas de F. moniliforme, con
alta capacidad productora de fumonisinas, lo que sugiere potencial contaminacion

del maiz mexicano y sus productos (Desjardins et al., 1994)

En una localidad del estado de Jalisco, se encontrd la presencia de F. moniliforme
en el 80 % de las muestras de maiz analizadas, con un porcentaje del 93% de
cepas aisladas con capacidad productora de fumonisinas (en laboratorio) en un

rango de 750-2,280 ppm (Reyes, 1997)

Debido a la presentacidn generalizada de F. moniliforme en el maiz, se realizé un
estudio en expendios de tortilla en la Zona Metropolitana de Guadalajara donde se
analizaron muestras de masa y tortilla y se procedid a la deteccion de
fumonisinas, todas las muestras resultaron positivas aunque los niveles en
promedio no fueron muy altos {masa 1.63 ppm vy tortilla 1.13 ppm} los niveles
mayores de fumonisinas se encontraron en los sectores Reforma y Libertad (Reyes

et al., 1997)
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En general las fumonisinas pueden presentarse bajo condiciones de campo
propicias para el parasitismo de este hongo, e incrementarse bajo condiciones
inapropiadas de almacenamiento. Estos datos sugieren que las fumonisinas se

producen tanto en campo como en almacén (Bacon y Nelson, 1994)

4.7 Enfermedades relacionadas con las Fumonisinas

Los sindromes observados varian considerablemente de acuerdo a la especie
afectada entre los que se incluyen lesiones en cerebro en equinos, edema
pulmonar en cerdos; nefrotoxicidad, hepatotoxicidad y carcinoma hepatocelular en
ratas de laboratorio. Existen evidencias que sugieren que F. moniliforme y las
fumonisinas pueden ser responsables del céncer esofdgico en humanos en ciertas
areas del mundo donde el maiz mohoso se consume frecuentemente. Los estudios
estan actualmente dirigidos a determinar el riesgo de exposicion a las fumonisinas

y a establecer accién de regulacion para su control {Norred y Voss, 1994)

Existen enfermedades que se han asociado con el consumo de alimentos
contaminados con fumonisinas tales como el Sindrome de leucoencefalomalacia en
equinos (ELEM), la cual se caracteriza por la presencia de lesiones necréticas

licuefactivas en la materia blanca del cerebro (Thiel et a/.,, 1991)

La ELEM es una enfermedad generalmente fatal que se conoce desde principios de
siglo, es causada por el consumo de mafz mohoso, los sintomas empiezan con
letargia, inapetencia y posteriormente, después de algunos dias se presentan
convulsiones y la muerte. Otros signos de intoxicacion son: elevada cantidad de
enzimas séricas que indican dafo hepético y alteracion de la relacién de
esfingonina:esfingosina en plasma, lo cual puede ser un signo temprano de

toxicidad por fumonisinas. El examen histopatolégico de animales intoxicados
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revela con frecuencia lesiones hepdticas, renales y cerebrales (Norred y Voss,
1994)

Se han reportado estudios donde altas dosis de las toxinas inducen
hepatotoxicidad fatal asociada a lesiones cerebrales leves, mientras que, bajas
dosis causan hepatotoxicidad moderada y severas lesiones cerebrales, estas
evidencias sugieren gque los caballos que consumen alimento contaminado con
niveles bajos de fumonisinas Bi1, tales como 8 ppm tienen el riesgo de desarrollar el

Sindrome de leucoencefalomalacia equina {Thiel et a/, 1991)

Puesto que aun no existen normas oficiales disponibles con respecto a los niveles
de riesgo de las fumonisinas en alimentos, el Comité de Micotoxinas de la
Asociacion Americana de Laboratorios de Diagnédstico Veterinario recomiendan que

el alimento para caballos no exceda de 5 ppm.

En 1989-1990, se reportd un brote de edema pulmonar en cerdos {(PPE) en
diferentes partes de los Estados Unidos de Norteamérica, y las evidencias
indicaron que la fumonisina B1 era {a responsable de esta enfermedad (Osweiller ot

al., 1992}

Ei PPE es una enfermedad mortal gue se caracteriza porgue en la necropsia los
cerdos presentan edema pulmonar severo e hidrotérax {acumulacién de liquido
seroso no inflamatorio en la cavidad pleural). En 1989, en Georgia y algunos
estados del Oeste de Estados Unidos, ocurrié un brote de esta enfermedad y
después de analizar las posibles causas se asocid esta enfermedad con el consumo

de maiz contaminado con F. moniliforme (Norred y Voss, 1994}

La implicacién de las toxinas de F. moniliforme en brotes de aves de corral ha sido

un tema controversial, La presencia de este hongo en maiz se ha creido que es una
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condicién no asociada con toxicidad en aves de corral. Sin embargo en estudios en
los cuales se alimenté con maiz mohoso a aves, indicaron que pueden producir
efectos adversos, tales como depresién de la ganancia de peso y anormalidades en
el esqueleto. De las aves estudiadas, los patos fueron mas sensibles que los pollos
y los pavos, pero las tres especies sufrieron dahos en el corazén e higado ademas

de necrosis, en pollos también se reportd inmunosupresion {(Norred y Voss, 1994)

En las primeras investigaciones se establecié que el higado era el principal érgano
blanco de F. moniliforme en muchas especies incluyendo las ratas, estudios
posteriores confirmaron que este hongo es también hepatotéxico en los ratones

{(Norred v Voss, 1994)

El potencial cancerigeno de la fumonisina B:+ ha side demostrade en ratas de
laboratorio. En el hombre, no se ha podido determinar de forma concluyente que
las fumonisinas son responsables de la alta incidencia de céncer esofdgico en
algunas areas del Sur de Africa (Transkei}, pero todo hace pensar que su

presencia puede ser particularmente responsable (Riley ef a/.,, 1293a)

Estudios epidemioldgicos indican que el grado de contaminacién de Fusarium
monijliforme en el maiz en algunas regiones de China, estd estrechamente

relacionado con la alta incidencia de céncer esofagico (Chu vy Li, 1994)

En algunas é&reas del mundo, particularmente en iran y Norte de China, donde el
alcohol y el tabaco no se consumen en exceso, parecen jugar un papel mas
significativo diversos factores ambientales y déficit dietéticos. En estas areas se

han implicado:

» La contaminacién microbiana de la comida y del agua
» Bajo contenido en molibdeno del suelo y de los vegetales cultivados en el

mismo
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= Dieta rica en maiz y trigo v pobre en verduras, frutas y proteinas animales, Io
que predispone al deficit de zinc vy
*» El consumo de vegetales en vinagre, los cuales se contaminan profusamente

con ciertos hongos durante el proceso de preparacion,

Estos factores combinados dan lugar a la sintesis de cantidades mayores de
nitrosaminas o sus precursores (sustancias conocidas como inductores de tumores
en muchos érganos “diana”) (Cotran, 1990). Investigaciones realizadas en China
sugieren que Fusarium moniliforme es capaz de formar nitrosaminas tales como la
N-metilbenzilnitrosamina, la cual puede inducir cancer esofdgico en animales de

laboratorio (CHU y Li, 19894}

Estudios epidemioldgicos correlacionan altos niveles de fumonisinas en maiz con la
alta incidencia de cédncer esofdgico en humanos, considerandose que la incidencia
“narmal” es de 5 casos por cada 100,000 habitantes, en Transkei Sudéfrica,
region donde el alimento bésico de la poblacién es el maiz, incluyendo una bebida
fermentada no alcohdlica, el rango de céncer escfdgico es de 50 ~ 200 casos vy
los niveles de fumonisinas se encuentran entre 10.2 ppm en maiz sano y de 140.5
ppm en maiz mohoso (Yoshizawa ef al., 1994; Chu y Li, 1994 y Sydenham et a/.,
1980b)

Mientras que otros factores como el tabaquismo, el consumo de alcohol y otros
componentes ambientales y dietéticos, podrian estar involucrados en la etiologia
del cancer esofagico humano, estudios recientes han dado apoyo a la hipdtesis de
que las fumonisinas pueden ser al menos en parte responsables {Norred y Voss,

1994)

Se realizé el calculo de la ingestion diaria de fumonisinas en humanos con base en
las investigaciones efectuadas en ratas y equinos en Sudéfrica, encontrandose un

consumo de 0,014 ppm a partir de maiz sano y de 0.44 ppm en maiz mohoso,
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con base a la ingestién diaria de 460 g de maiz/persona de 70 kg, lo que se

considera de alto riesgo de exposicidon (Thiel et al., 1992)

En otras investigaciones realizadas en Transkei, Sudéfrica por Norred y Voss en
1994, se encontré que el maiz proveniente de dicha drea contenia altos niveles de
fumoenisina B1 (44 ppm), valores mayores a los detectados en el maiz comercial
(<10 ppm). Otros estudios compararon la contaminacién de algunas especies de
fFusarium vy los niveles de fumonisinas en muestras de maiz mohoso y en malz
aparentemente sano, tanto en &reas de alta incidencia como en dreas de baja
incidencia de céncer esofagico, encontrandose que en dreas de alta incidencia de
cancer, F. moniliforme fue el hongo predominante, ademds tanto 2! maiz mohoso
como el aparentemente sano tuvieron altos niveles de fumonisinas. Ademas
Norred y Voss {1294) hicieron un estudio retrospective en muestras de maiz
recolectadas durante 1976 a 1989 en Transkei, y encontraron niveles de
fumonisinas mayores a los detectados en las muestras de maiz de dreas de baja
incidencia de CEH. Ambos estudios implican a las fumonisinas como agentes
responsables del cancer esofdgico humano sin embargo son necesarios estudios

epidemioldgicos.

E! céancer esofagico también se presenta con mayor incidencia que la normal en
algunas regiones de China, Irdn y Charleston en Carolina del Sur E.U.A, aunque la

implicacion de F. moniliforme no ha sido bien establecida {Norfed vy Voss, 1994)

Aunque el carcinoma epidermoide del esdfago tiene una distribucién mundial, su
incidencia varia considerablemente, no sdélo de unos pafses a otros sino
ocasionalmente también dentro del mismo pais. Asi se han encontrado areas con
una incidencia particularmente alta en el norte de China, Irdn, URSS vy Africa del
Sur. En Estados Unidos, un pais con una baja incidencia de cancer de eséfago,

géste afecta a 2.8 individuos por cada 100,000 habitantes al afic y es
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predominantemente una enfermedad de varones adultos en una proporcién de 4:1

en relacion a mujeres (Cotran et al., 1990)

En Estados Unidos, los carcinomas de esdéfago representan aproximadamente el
10% de todos los tipos de cdncer del tubo digestivo. Son asintomaticos durante
una gran parte de su desarrollo y por tanto, con frecuencia se descubren
demasiado tarde para permitir su curacién. En Estados Unidos la mayoria ocurre en

mayores de 50 afios de edad, raras veces se afectan los nifios {Cotran et al,

1990)

Los carcinomas constituyen la gran mayoria de los tumores esofagicos malignos.
Se clasifican segun el tipo celular; los carcinomas epidermoides constituyen el 80
a 85% de los canceres de esbéfago, los adenocarcinomas representan el 5 a 10% vy

el resto corresponde a tumores indiferenciados u otros més raros.

Se piensa que el carcinoma epidermoide del esdfago tiene un origen multifactorial,
siendo algungs factores altamente significativos. Son importantes en su patogenia:
1} Bl consumo de alimentos contaminados con ciertos hongos, por ejemplo
Aspergillus y Fusarium, y las dietas ricas en nitritos y nitrosaminas; 2) El déficit
nutricional crénico de ciertas vitaminas, por ejemplo, las vitaminas A, C vy
miembros del complejo B; 3) La presencia de esofagitis y estasis esofégico; 4} El
abuso crénico de alcohol y de tabaco y b) La predisposicidn racial o genética

(Cotran et al., 1990)

4.8 Mecanismo de Toxicidad de tas Fumonisinas

Hasta la fecha se desconoce el mecanismo por el cual las fumonisinas inducen los
sindromes de leucoencefalomalacia equina, edema pulmonar porcino vy
nefrotoxicidad/hepatotoxicidad y carcinoma hepatocelular en ratas. Considerables
trabajos se han desarrollado para tratar de entender el grado de responsabilidad de

las fumonisinas sobre el incremento de incidencia de cédncer hepético en ratas y de
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las lesiones en las enfermedades de animales, entre los que sobresalen los
relacionados con la alteracion del metabolismo de esfingolipidos en los animales
enfermos y los que intentan explicar como las fumonisinas incrementan la

incidencia de cancer en ratas de laboratorio {Riley et al., 1994b)

Alteracién del metabolismo de esfingolipidos

a) Evidencias /n vitro

En animales el término “biosintesis de esfingolipidos de nove” se refiere al paso
enzimético que ocurre en el reticulo endopldsmico y empieza con la condensacién
de serina y palmitol coenzima A (Co-A) para formar alfa-quetoesfingonina y dar

lugar a la formacidén de ceramida (N-acilesfingosina) (Figura 4) (Riley er a/., 1994a)

En la ruta biosintética de nove la enzima esfingonina N-aciltransferasa (ceramida
sintetaza) es inhibida por las fumonisinas y las toxinas AAL {toxinas del hongo
Alternaria alternata) (Merril et al., 1993; Wang et al., 1991) esta enzima cataliza la
union de un acido graso de la cadena larga de la base esfingoide: esfingonina para
formar dihidroceramida, La misma enzima tiene la habilidad para reacilar
esfingosina, la cual es generada por la hidrolisis de complejos esfingolipidos {Riley

ef al.,, 1994a)

La esfingosina es un aminoalcohol de larga cadena insaturada y es la base
esfingoide mas frecuente de los esfingolipidos de mamiferos, La esfingonina es
similar a la esfingosina excepto porque en ésta no se presenta doble ligadura en el

enlace 4 (base esfingoide saturada) ({Riley et a/.,1994a)

Diversas investigaciones han demostrado que el metabolismo normal de

esfingolipidos se ve alterado por las fumonisinas de la siguiente manera:
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Inhibicion de la biosintesis de novo de esfingosina, b} Acumulacién de esfingonina
libre, c) Deplesién del complejo esfingolipido, d} incremento de los productos de
degradacién por el catabolismo de las bases esfingoides, incremento de productos
lipidicos derivados del aumento de productos de degradacidon de las bases
esfingoides vy e) Incremento de esfingosina libre (Figura 5) (Wang et al., 1991;

Merrill et al., 1993; Yoo ef al., 1992)

Puesto que la presentacién 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 celular
{Merril Jr., 1991; Merril et a/, 1993), lo gue ha sido asociado con defectos

genéticos en la biosintesis de esfingolipidos.

b) Evidencias /n vivo

Debido a que en cultivos celulares la relacion de esfingosina libre con esfingonina
libre demostrd ser un marcador dimensional de la alteracidn en el metabolismo de
esfingolipidos por las fumonisinas, se pensd que la alteracién en el metabolismo de
esfingolipidos en el higado {u otros drgancs) de animales que consumen
fumonisinas o alimentos contaminados con la micotoxina, pudiera ser detectada
por el incremento de la relacién esfingonina:esfingosina libres en el suero. Esta
hipétesis fue probada en una serie de estudios utilizando suero y tejidos obtenidos
de ponies, cerdos, pollos y ratas. Wang et al, en 1992 realizdé un estudio con
muestras de suero de ponies alimentados con material que contenia FBi,
observdndose incremento en la relacién de los grupos esfingoides libres. El
complejo esfingolipido disminuyé en suero, observéndose decremento en dicha

relacién al retirar el consumo de alimento contaminado.
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METABOLISMO NORMAL DE ESFINGOLIPIDOS

1 Serina + Palmitol Co-A —|¢

_ - Productos de
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Esfingonina
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Esfingosina de la dieta

Figura 4. Metabolismo de esfingolipidos en células sanas de mamiferos (no se presentan productos
intermediarios para simplificar la presentacién} (Riley et al, 1994)

ALTERACION DEL METABOLISMO DE ESFINGOLIPIDOS

Serina + Palmitol Co-A —I ¢
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Figura 5. Alteracién del metabolismo de esfingolipidos en células de mamiferos expuestas a
fumonisinas. El blance bloquimico primario de inhibicién de la esfingonina {(esfingosina) N-
aciltransferasa, se indica con "X", El resultado de la alteracién en el metabolismo de esfingolipidos se
aprecia por el aumento {+} o decremento ( - } y los cuadros sombreados.
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Basados en estudios realizados en cerdos, se hicieron las siguientes conclusiones:
a) la alteracién de la biosintesis de esfingolipidos en higado, pulmones y rificnes
ocurre a bajas concentraciones de fumonisinas; b) la elevacion de esfingonina libre,
de la relacién de los grupos esfingoides y la deplesion del complejo esfingolipido
ocurre antes de que se presenten cambios bioguimicos en suero que indican que el
dafo tisular es elevado y ¢) la FB:1 pura y dietas de maiz contaminadas
naturalmente con fumonisinas, ambas alteran biosintesis de esfingolipidos

principalmente en higado, pulmones y rinones (Haschek ef a/., 1993)

La alteracion en la regulacion del complejo esfingolipido, como la esfingomielina
resulta en la formacidn de mensajeros secundarios de lipidos, estos mensajeros
secundarics y los sistemas efectores (ejemplo ceramida y productos de
degradacién de esfingolipidos) han demostrado o hipotetizado que actiian como
senales intracelulares para poner en marcha o detener procesos dentro de la célula
gue incluyen la expresion de genes, activacion o inactivacién de proteinas
especificas como la proteina C quinasa y la fosfatasa dcido fosfatidica, apoptosis,
la regulacion 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 af., 1994a)

4.9 Posibles Mecanismos de las Fumonisinas como Inductores de Cancer

Existen diversos mecanismos que pudieran explicar el efecto cancerigeno de las
fumonisinas. Las carcinogenicidad frecuentemente se define como la presentacién
de tres fases distintivas: iniciacion (cambios genéticos), promocién (expansion
clonal de células iniciadoras) y progresidn {conversién en células malignas) {Harris,

1891)
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Quimicamente los agentes cancerigenos se has clasificado como no-genotdxicos
(que no causan dano al ADN]}, indirectamente genotdxicos (aquellos que causan
dafio en rutas celulares y que posteriormente danan el ADN) vy directamente
genotéxicos (de accion cancerigena directa). Los agentes no genotdxicos pueden
actuar como r_:ancerl'genos pudiendo ocasionar el desarrollo de céancer en los

diferentes estados.

Las fumonisinas se consideran agentes no-genotoxicos (Gelderblom et a/, 1991)
sugiriéndose que el mecanismo de incremento de riesgo de caéncer ocurre por el
aumento en la proliferacion celular producida por efecto mitogénico a células
blanco o por proliferacién celular regenerativa subsecuente a la citotoxicidad
{Cohen y Ellwein, 1990). Aunque esta propuesta no es aceptada universalmente,

porvee los medios para entender la carcinogenicidad de las fumonisinas.

4,10 Efecto de los Procesos sobre la Estabilidad de las Fumonisinas

Existe limitada informacién respecto al efecto que tienen los procesos sobre la
estabilidad de las fumonisinas. Hasta ahora la FB: ha sido considerada como un
compuesto estable al calor. Alberts ef al. (1990} reportd que material cultivado
con F. moniliforme sometido a ebullicion durante 30 minutos seguido de
deshidratacién a 60°C por 24 horas no presenté cambios o pérdida de los niveles

de FBi1.

Recientemente Scott y Lawrence (1992) demostraron que sometiendo el maiz a
190°C, el 40% de la FB:1 y la FBz pudieron ser recuperadas mientras que después

de 220°C esto no sucedid.

El estudio de los efectos que tienen los procesos sobre las fumonisinas es

complicado por la escasez de métodos analiticos adecuados. Ademas estos
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métodos analiticos deben ser capaces de detectar productos hidrolizados de las
fumonisinas que permanecen téxicos en los alimentos como la tortilta. La
nixtamalizacién, proceso térmico-alcalino para la elaboracién de la tortilla, remueve
la FBy, pero forma productos hidrolizados que permanecen téxicos (Hendrich et
al, 1993), estos productos hidrolizados son de gran interés ya que algunas
investigaciones sugieren gue poseen los mismos efectos toxicoldgicos in vitro
(Gelderblom et af, 1993) y la misma actividad promotora de cancer hepéatico /n

vivo {Hendrich ef a/.,, 1993} que la fumonisina originat.

4.11 Proceso de Nixtamalizacién v Elaboracidon de la Tortilla

La nixtamalizacién es un procedimiento de antigliedad milenaria que logra, a través
de la coccidon del maiz en agua adicionada con cal, la gelificacion de los almidones
y otorga a la tortilla su flexibilidad y delicado sabor. El tratamiento del maiz con
hidréxido de calcio y calor, es un proceso fundamental para mejorar el valor
nutritivo del grano. El propdsito del proceso es eliminar el pericarpio, capa exterior
del grano que, no sdélo es indigesta, sino interfiere en la digestién de otros

alimentos consumidos al misme tiempo {Perez, 1996)

l.os cambios quimicos y estructurales del grano durante el proceso afectan las
propiedades funcionales {textura, color, frescura, sabor y vida de anaquel) del

producto final nixtamalizado (Gdmez ef al., 1989)

Algunos expertos sugieren que la temperatura minima para efectuar la
nixtamalizacién sea de 70°C ya que a menor temperatura el grano no se hidrata lo
suficiente, quedando duro dando una masa granulosa sin la consistencia adecuada.
Asimismo, la temperatura maéxima sugerida ha sido de 90°C, pues a mayor

temperatura el almidén del grano se gelatiniza, quedando demasiado suave,
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obteniéndose una masa flacida y chiclosa que no permite la elaboracién de la

tortilla (Pérez, 1996)

El efectc més evidente de la nixtamalizacién sobre la estructura del grano es la
perdida y remocién de la mayor parte del pericarpio. El dlcali disuelve fracciones de
las paredes celulares facilitando la separacidn del pericarpio de! grano. El pericarpio
es el componente principal {3-89%)} de la materia seca perdida en |la
nixtamalizacidn. Algunos autores indican que la degradacién de la cuticula y otras
capas del pericarpio ocurre aparentemente durante el proceso de coccidn y reposo

del nixtamal {Gémez et al, 1989)

Durante la nixtamalizacién ocurren cambios en la composicidn del maiz, entre ellos

se pueden citar los siguientes:

a) Incremento en e! contenido de minerales debido a la introduccidn de iones

calcio

b) El contenido de grasa se reduce debido bédsicamente a la hidrdlisis alcalina de

los acidos grasos. El 4cido linoleico es el que se ve principalmente afectado.

¢} La cantidad de fibra cruda también disminuye, vya que durante la
nixtamalizaciéon se separa el pericarpio del grano y por el lavado a que es

expuesto el nixtamal, se elimina parte de este pericarpio.

d) El contenido de proteinas disminuye. Esto se debe a la solubilidad e hidrélisis
de algunas fracciones proteinicas, principalmente gluteninas, que se pierden en
el nejayote (agua de cocimiento producto de la nixtamalizacién}. Sin embargo la
calidad de las proteinas que permanece en el nixtamal mejora notablemente,
debido a la mayor disponibilidad de aminoacidos en las fracciones peptidicas
después de la hidrélisis. Unicamente 10% de proteina se pierde durante el

proceso de elaboracidn de tortilla.

e} Los hidratos de carbono del endospermo del maiz también sufren

modificaciones. Ocurre una gelatinizacién parcial de los grénulos de almidén lo
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dque ocasiona el rompimiento de los granulos vy la liberacidn de las cadenas de
almidén (amilosa y amilopectina). Las cadenas asf liberadas son expuestas a la
accién del medio alcalino, lo que provoca una hidrélisis cuyo nivel depende de
qué tan severo sea el tratamiento en cuanto a la temperatura, tiempo de

exposicion al calor y concentracién de cal.
f} Sobre las vitaminas hidrosolubles tiene una accion destructora.

A pesar de existir pérdidas de algunos nutrimentos, el maiz nixtamalizado presenta

un mejor valor nutrimental que el maiz crudo {Pérez, 1996)

Después del cocimiento del maiz para convertirlo en nixtamal, se le da un tiempo
de reposo {o descanso} lo cual permite la difusidon de la humedad dentro del grano
para producir granos de nixtamal hidratados homogéneamente, posteriormente el
nixtamal es lavado, éste tiene la funcién de eliminar el pericarpio ya suavizado, el
exceso de cal y el agua de cocimiento. El lavado debe ser lo méds uniforme posible
y llevar el nixtamal a una temperatura aproximada de menos de 35°C con un
minimo uso de agua. Como consecuencia del lavado el pH disminuye, se pierde

materia seca y puede mejorarse el color del producto {Pérez, 1996)

Cuando el nixtamal es molido y convertido en masa, el grano es fisicamente
cortado {molido} por la accién mecanica de las piedras del molino. Se adiciona
agua a la masa para reducir el calor de la operacién de molienda y para obtener
una textura dptima de la masa. Los granulos de almidén y las proteinas son
hidratadas ligeramente por el agua afnadida durante la molienda. La molienda
también ocasiona que los grdnulos de almiddén estén sujetos a calor adicional por
friccién, ocasionando gelatinizacién del almidén y dafio en el granulo. La
degradacién y/o debilitamiento de la pared celular ocasionada por el cocimiento
alcalino y excesivo facilitan la molienda lo que da como resultado una distribucién

uniforme de tamafio de particula en la masa (Gémez et a/., 1989}
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La masa estd compuesta de varias fracciones grandes (pericarpio, gérmen y piezas
de endospermo periféricas), piezas de tamafio intermedio (endospermo cérneo) vy
de fracciones finas (granulos libres de almiddn y particulas solubles). La molienda
de maiz crudo o cocinade en ausencia de aicali o con pequefios o excesivos
tiempos de coccién, no producen la destruccién apropiada de la estructura del

grano gue es necesaria para la textura apropiada de la masa {Gdmez et al,, 1989)

l.a masa contiene 52 a 54% de humedad, 12 & 15% de endospermo y gérmen,
19 a 31% de grénulos libres de almidén y fragmentos de paredes celulares y 3 a
4% de solidos dispersos y lipidos libres. Cuando se adiciona agua durante la
molienda esto ayuda a la distribucién, solubilizacidn y adhesion de los granulos de
almidén, proteina, paredes celulares y lipidos. Algunos de los cohesivos de la masa
pueden ser la amilosa y la amilopectina que se han lixiviado de la separacion fisica

de los granulos de almiddn gelatinizados (Gomez et al., 1989)

Cuando la masa es convertida a tortilla, los cambios en la microestructura se
deben primeramente al calor intenso {>240°C) {Gémez ef al., 1989). El horneado
de la tortilla tiene las funciones de cocer y secar parcialmente la masa, impartir

una apariencia ligeramente tostada y desarrollar la textura final de la tortilla {Pérez,

1986)

La tortilla es expuesta al calor por ambos lados y el almidén es gelatinizado. Sin
embargo, debido a la poca disponibilidad del agua y al poco tiempo, el almidén
sélo es parcialmente gelatinizado en la tortilla, ademds algunos investigadores han
reportado que el hidréxido de calcio es absorbido por fo grénulos de almidén

durante el cocimiento de la tortilla (Gémez et al., 1989)
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4.11.1 Efecto de la nixtamalizacidn sobre las fumonisinas

La nixtamalizacién mejora el valor nutritivo de! maiz, sin embargo en estudios
recientes se han detectado hidrolizados de fumonisinas que pueden interactuar
con los nutrientes para aumentar el efecto carcinogénico de F. moniliforme y F.

proliferatum en el maiz {Hendrich et af,, 1993)

El alto pH del sisterna alcalino parece promover la ionizacion de los grupos hidroxi
en el almidén, produciendo ligaduras del almidén al calcio (Dombrink-Kurtzman &
Dvorak, 1999). Este tratamiento puede hidrolizar a la fumonisina B1 {(FB1) original a

hidrolizado de fumonisina B: (HFB1) o aminopentol {AP)

La reaccidon involucra la pérdida de dos moléculas de propano-1,2,3-4cido
tricarboxilico (8cido tricarbanilico) lo qgue ocasiona la hidrélisis de FBi1 a
aminopento!l {APy, HFB1) (Syndenham et al, 1992). Shephard et af, (1994} y
Sydenham et al, {1992) reportaron que el tratamiento con hidréxido de calcio en
maiz molido y entero conteniendo FB:1, a temperatura ambiente durante 24 horas
ocasiond una pérdida considerable de FB:1 y la aparicion de AP:1 en la fraccidn
acuosa del calcio, ademas detectaron FB1 parcialmente hidrolizada, una mezcla de

monoésteres.

El AP:1 v el correspondiente producto hidrolizado de FBa (AP2) fueron mas téxicos
que las fumonisinas correspondientes FB1 y FB2 en algunos cultivos celulares. Sin
embargo el AP no fue iniciador de céancer en el higado de ratas, aunque la FBs,
FBz vy la FBa lo fueron (Gelderblom et al, 1993), la escasa absorcién de los

compuestos pudo ser la posible explicacién.
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4.12 Metodologia Analitica para la deteccién de Fumonisinas

En la actualidad se cuentan con diferentes procedimientos analiticos para la
deteccion de fumonisinas y sus hidrolizados, éstos citan dos métodos de
extraccién mediante solventes polares {metanol/agua o acetonitrilo/agua), seguido
de limpieza mediante columna de intercambio idnico {SAX) o via columna Cis de
fase de reversa (Sep-Pak Waters Associates, Milford, MA). El método de columna
Cis es mas rapido que el de columna de intercambio idnico, sin embargo este
ultimo produce fracciones mas limpias y por lo tanto tiene limites de deteccidn
mads bajos. Ademads la recuperacion de fumonisinas es mayor del 80% (Stack y

Eppley, 1992)

Para la deteccion de estas toxinas mediante cromatografia de liguidos o
cromatografia de capa fina se requiere derivatizacidn con agentes fluorescentes
como Fluorescamina, OPA (o-phthaldialdehido) o el NAD (2,3 dicarboxialdehido
naftaleno), mientras que para cromatografia de gases-espectometria de masas
{CG-EM) se requiere !a hidrdlisis de bases, a fin de remover los grupos de &cidos
tricarboxilicos y la derivatizacién de grupos amino para aumentar la volatilizacién.
La ventaja del método de CG-MS, es que combina la cuantificacidn de la
fumonisina con la confirmacién estructural, desafortunadamente se requiere de

tiempo considerable para su anélisis y de equipo costoso (Riley er af, 1893a)

El método mads usual para la deteccidn de fumonisinas en alimentos es mediante
cromatografia de liquidos, el cual utiliza o-phthaldialdehide como agente
derivatizante y puede separar las FBi, FBz y FBs en 16 minutos mediante un
sistema de solventes y permite un limite de deteccién de 50 ppb (Rice y Frank,

1994; Syndenham et al., 1992)

La cromatografia de capa fina tiende a separar e identificar eventualmente las
fumonisinas pero es de escasa sensibilidad, siendo e! limite de deteccién de 50

ppm (Rothinghaus et al.,, 1992)
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Recientes descubrimientos sobre la tecnologia de anticuerpos monoclonales y
policlonales, particularmente en ef terreno de las micotoxinas han hecho posible

detecciones rapidas y confiables a bajo costo {Azcona et al., 1992)

Entre los métodos que utilizan anticuerpos se incluyen las técnicas
inmunoenzimaticas (Agri-Screen y Veratox de Noegen), las cuales se basan en la
técnica de ensayo inmunoabsorbente mediante enzima ligada (ELISA) y el método

de Cromatografia por inmunoafinidad con deteccion fluorométrica (Ware et al.,

1994)

La técnica de ELISA consiste en poner en contacto el anticuerpo especifico de la
toxina en la superficie de una microcelda con la toxina extractada de la muestra,
se mezcla con una solucidn de conjugado {toxina marcada quimicamente o
conjugada con una enzima), donde compiten por los sitios de acoplamiento vy
después de un periodo de incubacidn, la toxina y el conjugado libres son lavados
para posteriormente agregar un sustrato y obtener el cambio de color por efecto
del conjugado, a mayor conjugado ligado a anticuerpos de la toxina mayor

coloracion {Tejeda et al., 1994)

Stack y Eppley en 1992 analizaron la presencia de fumonisinas en tortilla utilizando
columnas para extraccién y limpieza Cis fase de reversa y derivatizaciéon con o-
phthaldialdehido y 2-mercaptoetanol, obteniendo un porcentaje de recuperacion de

86.5% para la FB:1 y de 82.6% para el HFB:.

El método de Cromatografia por inmunoafinidad con deteccién fluoromeétrica,
después de una etapa de extraccién de las fumonisinas con metanol:agua, utiliza
columnas de Fumonitest (VICAM, 1987) las cuales contienen anticuerpos
especificos para dichas micotoxinas; con este método fluorométrico es necesario
derivatizar con o-phthaldialdeido y 2-mercaptoetano! y se obtiene un porcentaje de

recuperacion>80% (Scott y Trucksess, 1897)
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V OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Valorar el efecto de las condiciones ambientales vy del proceso de nixtamalizacidn
y elaboracidn de la tortilla sobre los niveles de contaminacidn por fumonisinas en el
maiz y sus productos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la influencia de las condiciones ambientales {temperatura y humedad
relativa) presentes en el almacén de los molinos de nixtamal localizados en el
sector Reforma de la ciudad de Guadalajara sohre los niveles de fumonisinas en
el maiz.

2. Determinar el efecto de la nixtamalizacién sobre los niveles de fumonisinas,
presentes en el nixtamal, masa y tortilla.

3. Evaluar el efecto térmico del proceso de elaboracidn de la tortilla sobre los
niveles de fumonisinas, presentes en el producto terminado.
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VI MATERIAL Y METODO

Esta investigacidn es un estudio de tipo observacional descriptivo v se realizé de
mayo a julio de 1998 en el sector Reforma de la ciudad de Guadalajara,
considerado en un estudio previo uno de los secteres ¢con mayor contaminacién de

fumonisinas en masa vy tortillas (Reyes et a/, 1997)

6.1 Localizacidn del Area de Estudio

Ei sector Reforma se encuentra ubicado al criente de la ciudad de Guadalajara, y
corresponde a la anterior division de la ciudad (sectores: Hidalgo, Libertad, Judrez y
Reformal, este sector ceclinda al norte con el sector Libertad (Calle Gigantes), al sur
y al este con el Municipio de Tlaguepaque (calles Nifos Héroes y Repulblica del
Salvador), y al oeste con los sectores Hidalgo (Calzada independencia) y Judrez

{Calzada Gobernador Luis G, Curiel) {Figura 6)

6.2 Muestreo

De acuerdo a informes proporcionades por la Camara Nacional de ia Industria de
Produccion de la Masa y la Tortilla (CNIMT), Delegacién Regional en el Estado de
Jalisco el nimero total de molinos de nixtamal en e! sector Reforma {Poblacién en
estudio} que cuentan también con el proceso de elaboracion de la tortilla

(comercializacion) es de 36.

Tomando en cuenta el numero total de molinos del sector Reforma que son 36, y
de acuerdo a los criterios de inclusién y de exclusion gque posteriormente se
detallan en este capitulo, se tomd por conveniencia el 10% de la poblacion para
determinar el tamano de muestra que fue de 4 molinos, éstos se escogieron al azar
con base en la tabla de ndmeros aleatorios (Daniel, 1998) y se hizo una
investigacion puntual. En cada molino se tomaron muestras de maiz, nixtamal,

masa y tortilla con tres repeticiones cada una.



Figura 6. Localizacién del drea de estudio
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El estudio se llevé a cabo en tres fases: Fase de Campo, Fase de Laboratorio y

Fase de Gabinete (Figura 7}

6.3 Fase de Campo

En esta primera fase se visitaron los molinos de nixtamal para recoger muestras de
maiz, nixtamal, masa y tortilla, ademds se registraron algunos pardmetros
{variables independientes) [Cuadro 3} durante el proceso de nixtamalizacion y
elaboracion de la tortilla (Figura 8), con la finalidad de valorar su efecto sobre los

niveles de fumonisinas en los diferentes productos.

Cuadro 3. Variables independientes, en el proceso de nixtamalizacién
y elaboracidn de la tortilla.

MAIZ NIXTAMAL MASA TORTILLA
Tiempo de Tiempo de coccidn Tiempeo de coccidn
almacenamiento y tiempo de
reposo
Temperatura Temperatura de Temperatura Temperatura de
ambiental coccidn coccion
Humedad Relativa




Figura 7. Recoleccidén, procesamiento y andlisis de muestras

MAIZ

MASA

TORTILLA

Y

NIXTAMAL
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500 g DE MUESTRA EN BOLSAS
DE PAPEL ESTRASA

500 g DE MUESTRA EN
FRAGSCOS DE
POLIETILENO DE BOCA

l

TRASLADO AL LABORATORIOC DE MICOTOXICOLOGIA

ALIMENTARIA, DEPARTAMENTO DE SALUD PUBLICA, CENTRO
UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS

!

SECADO DE MUESTRAS EN EL HORNO

A 60°C

l

METODO DE CROMATOGRAFIA POR
INMUNOAFINIDAD CON DETECCION

FLUOROMETRICA

!

CUANTIFICACION DE FUMONISINAS

l

ANALISIS DE RESULTADOS




Maiz

Figura 8
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Flujograma del proceso de nixtamalizacién y elaboracién de la tortilla

MAIZ

I

ALMACENAMIENTO

Condiciones Ambientales:
- Temperatura
- Humedad Relativa

v

LIMPIEZA DE MAIZ

!

Nixtamal

NIXTAMALIZACION

Tiempo de
almacenamiento

Temperatura de coccidon

Masa

Tortilla

'

e

Tiempo de coccidn

REPOSO DEL
NIXTAMAL
Tiempo de
i reposo
LAVADO
MOLIENDA
l Temperatura de la
BOLEADO _ masa
COCCION DE Temfj;i}g;a de
LA TORTILLA

!

COMERCIALIZACION

Tiempo de coccion
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6.4 Fase de Laboratorio

Las muestras de maiz, nixtamal, masa vy tortillas que se recogieron durante |la fase
de campo se trasladaron al Laboratorio de Micotoxicologia Alimentaria del
Departamento de Salud Pablica del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas vy
Agropecuarias {CUCBA), donde se realizd la determinacién del nivel de fumonisinas
mediante el método de cromatografia por inmunoafinidad en deteccién

fluorométrica con limite de deteccion de 0.1 ppm (Figura 9) {(Ware et a/., 1994)

6.5 Materiales y Reactivos

Se utilizd material de vidrio de laboratoric {vasos de precipitado de 250 mL y de
100 ml., pipetas de 1, 5 y 10 mL, embudos de plastico, tubos fluorométricos
{cubetas de vidrio}, probetas de 50 v 100 mL y matraces aforados de 1000 mL),

papel filtro Whatman No. 1, filtros de fibra de vidrio de 1 um vy los siguientes

reactivos:

* Agua bidestilada » Metanol (grado reactivo)

»  Columnas de Fumoni-Test = Metanol {grado HPLC)
(preparadas con anticuerpos »  Solucién buffer PBS al 0.1%
especificos) {Solucidén de fosfatos)

« Cloruro de Sodio (NaCl) »  Reactivo A (o-phthaldialdehido)

+ Estandares para calibrar el equipo » Reactivo B (2-mercaptoetanol)

{1y 17 ppm, # de serie 33060
de Laboratorios VICAM)

6.6 Equipo

»  Fluordmetro Serie 4, marca VICAM

= Licuadora con baja y alta velocidad, con vaso de acero inoxidable.
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Figura 9. Determinacién de fumonisinas por el método de cromatografia
por inmunoafinidad con deteccién fiuorométrica

EXTRACCION DE LA MUESTRA
Mezclar b0 gr de muestra con 5 gr de NaCl
Agregar 10C ml de metanol:agua {80:20)
Licuar durante un minuto a alta velocidad
Filtrar el extracto a través de papel filtro aflautado

v

DILUCION Y FILTRACION
Diluir 10 ml del extracto anterior con 40 ml de solucién
buffer de lavado PBS al 0.1 %
Filtrar a través de filtro de microfibra de 1 pm

'

CROMATOGRAFIA POR AFINIDAD
Pasar 10 mL del extracto diluido a través de una columna de Fumoni-Test
Pasar a través de la columna 10 mL de sol 'n buffer PBS al 0.1% (2 wveces)
Eluir as fumonisinas pasando 1 mL de metanol grado HPLC a través de la
columna y colectar el eluato en una cubeta de vidrio

l

CUANTIFICACION DE FUMONISINAS
Adicionar 1 mL de una mezcla de Reativo A + Reactivo B y mezclar
Colocar la cubeta en el Fluorémetro ya calibrado con los estdndares
Después de 4 minutos leer la concentracién {ppm) de fumonisinas

Fuente: Ware ef a/,,1994
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6.7 Técnica

El fundamento de la técnica para la determinacién de fumonisinas por
cromatografia por inmunoafinidad con deteccidn fluorométrica es el siguiente: las
muestras se mezclan con una solucidn de extraccion y se filtran. E| extracto se
pasa a través de una columna de inmuncafinidad de Fumoni-Test, la cual contiene
anticuerpos especificos para las fumonisinas. En esta etapa las fumonisinas se
unen a los anticuerpos en la columna. La columna es entonces lavada para quitar
las impurezas. Al pasar una sclucidn eluente {metanol grade HPLC) a través de la
columna, las fumonisinas son removidas de los anticuerpos. Por dltimo, la
concentracién (ppm) de fumonisinas es determinada por fluorometria (Ware et al.,

1994)

El procedimiento para la determinacién de fumonisinas consistié en lo siguiente:

1.0 Extraccién de la muestra:
1.1 Se colocan b0 g de muestra {previamente molida) y b g de cloruro de
sodio en una jarra para licuadora
1.2 Se agregan 100 mL de metanol {grado reactivo) al 80%
1.3 Licuar durante 1 minuto a alta velocidad
1.4 Filtrar a través de papel filtro Whatman No. 1 y colectar el extracto en

un vaso de precipitado

2.0 Dilucioén vy filtracion del extracto:
2.1 Diluir 10 mL del extracto anterior con 40 mL de solucién buffer de
fosfatos {(PBS) al 0.1% y mezclar

2.2 Filtrar a través de un filtro de fibra de vidrio de 1 pm.

3.0 Cromatografia por afinidad con columnas Fumoni-Test {con anticuerpos
especificos para las fumonisinas):
3.1 Pasar 10 mL del extracto diluido v filtrado (10 mL equivalen a 1 g de la

muestra) a través de una columna de Fumoni-Test.
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3.2 Después de que el extracto haya pasado completamente a través de la

columna, pasar 10 mL de solucién buffer de fosfatos (PBS} al 0.1% (2

veces)

3.3 Eluir las fumonisinas pasando 1 mL de metanol (grado HPLC) por la
columna vy colectar el eluato en una cubeta de vidrio (tubos
fluorométricos)

3.4 Agregar 1 mL de una mezcla de reactivo A y reactivo B {15 mL de
reactivo A méas 20 ul de reactivo B) y mezclar, colocar la cubeta en el
fluordmetro ya calibrado con los estandares y después de 4 minutos leer

la concentracién {ppm) de fumonisinas (Ware et al., 1994)

Este método fue validado por VICAM (1997) mediante el procedimiento con HPLC

{Cromatografia de liquidos de alta resolucion) con las siguientes caracteristicas:

* Limite de deteccién: 0.016 ppm (16 ppb) para el total de las fumonisinas vy

0.010 ppm (10 ppb) para la FB:1, 0.004 ppm (4 ppb) para la FBz y 0.002 ppm
{2 ppb) para la FBs.

+ El porcentaje de recuperaciéon es > 80% para un rango de 0.016 a 10 ppm de

fumonisinas.

* La precisién para el total de fumonisinas es < 11% para un rango de 0.25 a 10

ppm.

s La correlacién entre los métodos de Fluorometria y HPLC mediante el anélisis

por regresién lineal es de r=0.9986

Ademéas también se hizo la validaciéon de dicho método por Cromatografia de

Gases/Espectometria de Masas {(GC/MS) {Anexo 1}
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6.8 Fase de Gabinete

Durante esta fase se hizo el procesamiento de los datos recolectados en la fase de
campo vy la fase de laboratorico {Andlisis Estadistico de la informacién), asi como
también la interpretacion de los resultados. De acuerdo a los resultados obtenidos
(nivel de fumonisinas encontrados en los diferentes productos) se relacionaron con
los encontrados en otros estudios para establecer el posible riesgo de exposicién

a fumonisinas.

Criterios utilizados para realizar esta investigacion:

De Inclusidn
»  Se muestrearon los molinos que cuentan con el proceso de nixtamalizacién vy
elaboracién de la tortilla (comercializacion).

»  Molinos de nixtamal ubicados en el sector Reforma de la ciudad de

Guadalajara.

De Exclusign
*  Molinos que en su proceso incluyan harina de mafz.

» Molinos que se encuentran fuera del sector Reforma de la ciudad de

Guadalajara

= Molinos que no cuentan con todo el proceso desde la nixtamalizacién hasta la

comercializaciéon de la tortilla.

6.8.1 Anélisis Estadistico de la Infermacion {(Anexo 2)

» Estadisticas descriptivas de la variable principal (nivel de fumonisinas) vy las
variables auxiliares {Cuadro 3)

» Comparacion de los niveles de fumonisinas y analisis de varianza en los
diferentes productos y contrastes ortogonales.

»  Evaluacién de la reduccion de fumonisinas por cada proceso,
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VII RESULTADOS Y DISCUSION

Tomando como base que el proceso de nixtamalizacién vy elaboracidon de la tortilia
se lleva a cabo con el método tradicional, se determind incluir 4 molinos que
representan el 10% del total, aleatoriamente seleccionados del padrén
proporcionade por la CNIMT, estos molinos fueron identificados durante el estudio

como A, B, C y D por motivos de confidencialidad.

7.1 Condiciones Ambientales en el Almacén del Maiz

En los molinos incluidos en la presente investigacion se recibe el maiz con una
periodicidad de 8 dias, lapso que se considera como el mayor tiempo de

almacenamiento del grano antes de ser procesado.

En los sitios de almacenamiento del maiz se registraron algunas condiciones
ambientales {humedad relativa y temperatura), vy se determind el contenido de
humedad del grano. En la Figura 10 se presentan las temperaturas maximas y
minimas registradas en cada molinc. Durante los dias de almacenamiento del maiz
se registraron en los molines las temperaturas maximas de 3C a 35°C vy
temperaturas minimas entre 10 y 17°C, en tanto que la humedad relativa fluctud

desde 63 hasta 88% (Figura 11) (Cuadro 4}.

Cuadro 4. Humedad relativa y temperatura de almacenamiento del maiz
registradas en los diferentes molinos

Humedad
Temperatura °C Relativa
Molino Minima Maxima Promedio %
A 15 30 22.5 72
B 13 35 24 63
C 10 31 20.5 88
D 17 356 26 85
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Figura 10, Temperatura ambiente (°C) registrada en los molinos

del sector Reforma de la ciudad de Guadalajara
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Las condiciones ambientales de temperatura y humedad relativa que prevalecieron
en el almacén de los molinos en estudio se consideran dentro del rango dptimo
para el crecimiento de hongos y la produccién de micotoxinas reportados por
Gonzélez {1995) siendo de 20 a 25°C y de 65 a 85% respectivamente, ademas de
que el maiz permanecio almacenado durante 8 dias en promedio, tiempo suficiente
para la produccion de esporas, lo cual puede ocurrir entre 2 y 3 dias a 28°C yven 5
dias a 20°C seguin Porras (1979}, Las temperaturas ambientales registradas
durante el estudio son similares a las reportadas por Barragan (1996} en un estudio

desarrollado entre marzo y agosto de 1995.

Aungue las condiciones ambientales de almacenamiento del maiz presentes durante
el desarrollo del estudio fueron propicias para la contaminacién por Fusarium
maonififorme, el contenido de humedad del maiz {8 a 9.1%) no es favorable para el
crecimiento del hongo, Bacon y Nelson (1994} reportan humedades en el maiz de
18.4 a 23 % adecuadas para el crecimiento de F. meniliforme y Gonzalez {1995)
recomnienda almacenar el grano con un contenido de humedad menor a 15% para

evitar la contaminacion.

7.2 Proceso de Nixtamalizacién y Elaboracién de la Tortilla

La nixtamalizacién segun el método tradicional, es un proceso térmico alcalino para
la obtencion de masa para elaborar tortilla, Consiste en agregar Cal [Ca{OH}-] al
maiz en una proporcion de 1 a 2 % y someterlo a coccidn. Durante el proceso se
registraron temperatura y tiempos de coccidn en cada molino, las cuales se
presentan en el Cuadro 5, encontrdndose un promedio de 79.6°C y un rango de
8.4°C, en tanto que el tiempo de coccidon variéd de 8 a 19 minutos, este proceso se
completd hasta que se alcanzé un periodo de reposo, el cual consistio en dejar

enfriar a temperatura ambiente el nixtamal durante un lapso de 10 a 23 horas.



Cuadro 5. Temperaturas y tiempos en el proceso de nixtamalizacidn
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Tiempo de Temperatura de Tiempo de Reposo
Molino Nixtamalizacion Nixtamalizacién del Nixtamal
{minutos) {(°C) {horas)
A B 79.1 21
B 13 85.0 23
C 19 77.8 18.5
D 10 76.6 10.5
Promedio 12.5 79.83 18.5
% C.V 38.36 4.68 29.85

Una vez concluido el tiempo de reposo del nixtamal, se lavd con agua a
temperatura ambiente con el fin de eliminar el exceso de solucidn alcalina

(nejayote), quedando en condiciones de pasar al molino.

Durante la nixtamalizacidn, el tiempo de reposo asi como la temperatura y tiempo
de coccidn registrados fueron similares a los reportados por Barragan {(1996) vy
Guzman de Pefa {1995). Tanto el reposo como los lavados previos a la preparacién
de la masa siguieron el proceso tradicional en todos los molinos, estas etapas
permitieron lograr una reduccién significativa de los niveles de contaminacion por

fumonisinas.

El producto que se obtiene de la molienda es la masa, durante este proceso la masa
incrementd la temperatura debido a la friccidon que se presenta en el molino,
alcanzando una temperatura promedio de 57.8°C con un rango de 2.4°C (Cuadro
6). Posteriormente se pesaron porciones de masa de 20 kilogramos y se dejaron en

reposo sobre mesas a temperatura ambiente.
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Cuadro 6. Temperatura de la masa en los diferentes molinos.

Malino Temperatura de |la Masa
(°C)
A 59.9
B 657.6
Cc 57.7
D 656.3
Promedio 57.8
% CV . 2.58

Las temperaturas observadas en esta investigacion son semejantes a las reportadas
por Barragan (1296} de 54.9°C en promedio y a las encontradas por Almeida vy
Rooney {1996) de 50 a 75°C. Dichas temperaturas son ideales para obtener una

buena consistencia de la masa y son el resultado de una adecuada molienda.

La elaboracion de la tortilla se realizdé sometiendo la masa al cocimiento sobre
bandas metalicas que alcanzaron temperaturas de 135 a 260°C, similares a las
reportadas por Gdmez et al. {1988} de 216°C, con un tiempo de coccidn de 31 a
44 sgegundos, alcanzando las tortillas una temperatura promedio de 86.5°C

{Cuadro 7)

Jackson er al, {1998) reportaron que parametros fisicos como el tiempo vy
temperatura de procesamiento son factores criticos que afectan la descomposicién
de la FB1, sus resultados sugieren que cuando los alimentos son sometidos a
temperaturas de 100 a 125°C, el contenido de FB1 sufre pequefios cambios, sin
embargo si los alimentos alcanzan temperaturas mayores a 150°C durante el

proceso pueden bajar sustancialmente el nivel de fumonisinas.
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Cuadro 7. Condiciones de tiempo y temperatura
durante |la elaboracidn de la tortilla

Temperatura
de la banda en la Tiempo de Temperatura de
Molino méaquina elaboradora de coccién tortilla °C
tortilla (°C) {segundos)
A 135 44 86.1
B 260 31 86.8
C 170 35 87.8
D 137 32 85.3
Promedio 175.5 35.5 86.5
% C.V. 33.38 16.66 1.23

El porcentaje de humedad encontrada en los diferentes productos del proceso de
elaboracion de la tortilla se presenta en el Cuadro 8, registrandose valores
promedio de 8.4%, 50.2%, 50.6% y 43.1% en el maiz, nixtamal, masa y tortilla

respectivamente.

Cuadro 8. Porcentaje de humedad registrada en los productos
en la elaboracién de la tortilla.

% de Humedad
Molino

Maiz Nixtamal Masa Tortilla

A 9.1 50.2 49.1 44.6

B 8.4 52.8 49.2 43.1

C 8.0 50.1 52.3 43.1

D 8.1 47.5 51.9 41.6
Promedio 8.4 50.2 50.6 43.1

% C.V. 5.9 4.3 3.4 2.8
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Almeida y Rooney (1996) reportan contenidos de humedad de 45 a 52% vy no
mayores de 60% en nixtamal y masa respectivamente similares a los registrados
en este estudio. Se presenta mayor contenido de humedad en la masa debido a la
adicion de agua durante la molienda ya que con esto se disminuye la friccion y

evita el sobrecalentamiento y produce una masa de textura mas suave.

En cuanto al contenido de humedad de la tortilla, Almeida y Rooney {1996)
encontraron valores de 38 a 55% vy Barragdn (1996) reportd humedades en

promedio de 41.7%, semejantes a los observados en esta investigacion.

7.3 Deteccidon de Fumonisinas

Respecto a la cantaminacion por fumonisinas en los productos analizados {maiz,
nixtamal, masa y tortilla} fue posible detectar niveles de la toxina en el 100% de
las muestras, encontrandose mayor contaminacion en el maiz, el cual fue

estadisticamente diferente (p<0.01) al resto de los productos {Figura 12).

Los niveles de fumonisinas detectados en el maiz se presentan en el cuadio 9, en
todos los casos fue posible observar una reduccion en los niveles de fumonisinas
debida al proceso de nixtamalizacidén y elaboracién de la tortiila. El contenido de
fumonisinas mas alto que se presento en el maiz en promedio fue de 11.86 ppm en
el molino A, en tanto que el mas bajo fue de 2.43 ppm en promedio en el molino D.
Estos promedios fueron comparados mediante contrastes ortogonales resultando
que el mafz de! molino A se considera significativamente diferente al recibido en el

resto de los molinos (B, C y D} {(p<0.01).



Maximos
& Promedio
Minimos

ppm

Maiz Nixtamal Masa Tortitta

PRODUCTOS

Las literales indican diferencia estadistica {p<0.01)

Figura 2. Niveles de fumonisinas encontrados en los diferentes productos
durante e! proceso de elaboracién de la tortilla
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Cuadro 9. Niveles de fumonisinas en el maiz

{ppm)
Molino
A B C D
Promedio {ppm) 11.86 2 4.3°% 4,56 ° 2.43 °®
Desviacion 3.2 1.73 1.91 0.91
estandar
% Coeflici(.ente de 26.98 40.35 41.91 37.29
variacion
Rango 6.4 3.4 3.8 1.8

Las literales indican diferencia estadistica {p <0.01)

E! Cuadro 10 presenta el nivel de fumonisinas en todos los productos analizados,
aprecidndose niveles promedio de 5.79 ppm, 1.47 ppm, 2.85 ppm v 1.41 ppm en
el maiz, nixtamal, masa y tortilla respectivamente {Figura 13). En el nixtamal y la
tortilla se detectd la menor contaminacidn por fumonisinas, registrandose los
menores niveles en el molino D en ambos productos con 0.76 ppm en gl nixtamal

y 0.69 ppm en la tortilla.

Se observd mayor concentracion de fumonisinas en masa respecto al nixtamal,
encontrdndose niveles de hasta 3.96 ppm en el molino A. En todos los molinos se
observd el efecto de incremento de fumonisinas, en una proporcién de 2:1 en
promedio. Dicho efecto se ha observado en investigaciones con aflatoxinas {Garcia
et al., 1997} posiblemente debido a la homogenizacidén del nixtamal durante la

molienda.

En la Figura 14 se observa el comportamiento de las fumonisinas durante el
proceso de nixtamalizacién vy elaboracién de la tortilla, mostréndose las
concentraciones promedio de estas toxinas vy las desviaciones estandar en cada

fase del proceso y en cada uno de los molinos estudiados
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Figura 13, Niveles promedio de fumeonisinas encontrados en los productos

durante el proceso de elaboracidn de la tortifla.
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Figura 14. Comportamiento de las fumonisinas durante el proceso de nixtamalizacién y elaboraclén de

la tortilla en los molinos. del sector Reforma de la cludad de Guadalajara




proceso de nixtamalizacidn y elaboracién de la tortilla, en los molinos

del sector Reforma de la ciudad de Guadalajara.

Molino Maiz Nixtamal Masa Tortilla
{(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
A 11.86° 1.34 3.96 2.01
B 4.3 1.99 3.13 1.1
C 4.56° 1.78 3.33 1.83
D 2.43° 0.76 1.36 0.69
Promedio 5.79 1.47 2.956 1.41
% C.V 71.8 37.1 37.8 43.8
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Cuadro 10. Niveles promedio de fumonisinas detectados en los diferentes productos del

Las literales indican diferencia estadistica (p<0.01)

En esta investigacidn la contaminacion por fumonisinas detectada en el maiz fue en
promedio de 5.79 ppm (Cuadro 10). Se desconoce si esta contaminacion se origind
en campo o se desarrolld en el sitio de almacenamiento. Los niveles de fumonisinas
en el maiz determinados previamente a la nixtamalizacidén se consideran altos, va
que las concentraciones detectadas por Ross ef a/. {(1991) en maiz aparentemente

sano fluctuaron de 1 a 4 ppm.

El porcentaje de reduccién de fumonisinas en los productos del proceso fue
calculado a partir de los niveles detectados en el maiz, en todos los casos el
proceso de nixtamalizacién redujo significativamente el contenido de la toxina,
probdndose la diferencia a un nivel de significancia de p<0.01 mediante la técnica
de contrastes ortogonales, La reduccion en el nixtamal fue de 74.6% en la masa de

49.2% vy en la tortilla de 75.6%, respecto a los niveles encontrados en el maiz
{Cuadro 11)
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Cuadro 11. Porcentaje de reduccidn en los niveles de fumonisinas
en nixtamal, masa v tortilla respecto al maiz.

Producto Niveles de fumonisinas (ppm) % de Reduccidn
Maiz 5.79
Nixtamal 1.47 74.6
Masa 2.89b 49.2
Tortilla 1.41 75.8

Scott {1993) afirma que los procesos térmicos reducen los niveles de fumonisinas,
sin embargo otros estudios indican que la reduccién puede atribuirse a que la
toxina permanece atada a la matriz del alimento y no es detectada por los métodos
usuales de medicidn, lo que se observa con frecuencia en el maiz, ya gue una vez
gue ha sido sometido a calor o procesado, la extraccidn durante la técnica de
cuantificacidn no recupera la totalidad de las fumonisinas por lo que se detecta una

cantidad menor.

Guzman de Peia (1995) ha sefialado que el uso de A&lcalis fuertes para
descontaminar el maiz con micotoxinas es viable ya que ocasionan la reduccién
parcial o la total eliminacién de la toxina en el alimento, entre estos compuestos

quimicos se encuentra el Ca{OH)2 utilizado durante el proceso de nixtamalizacion.

Dumbrink-Kurtzmin y Dvroak (1999) analizaron tres diferentes métodos de
deteccion para la cuantificacion de fumonisinas y sus hidrolizados a partir de
muestras de harina de maiz nixtamalizado y tortilla, en diferentes ciudades de la
Republica Mexicana, asi como de Venezuela, Guatemala y Estados Unidos. La
incorporacidon de EDTA {4cido etilendiaminotetracético) para la extraccidn de la
muestra, permitié reducir el contenido de calcioc y mejorar el porcentaje de
recuperacion de las fumonisinas y sus hidrolizados. Las cantidades de fumonisinas

fueron mavyores en los productos recolectados en México, estadisticamente
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diferentes {(p<0.01) comparado con los valores obtenidos de los productos de
Estados Unidos. En México los niveles de FB:1 detectados en masa y tortilla se
presentaron en un rango de 0.21 a 0.38 ppm con un promedio de 0.16 ppm,
resultados procedentes de tres muestras. Sin embargo, en ambos casos los niveles
de fumonisinas son menores a los promedios de esta investigacién {masa 2.95 ppm

y tortilla 1.41 ppmj}.

El efecto térmico de elaboracion de la tortilla permitié la reduccidén de los niveles de
fumonisinas en forma eficiente, calculdndose una reduccién del 52.2% respecto a
los niveles detectados en la masa. Las concentraciones de dicha toxina
encontradas en la tortilla son significativamente menores a las registradas en la

masa (p<0.01).

tos niveles promedio de fumonisinas que se encontraron en el maiz al ser
comparados con los reportados por Rheeder et al. (1992) son considerados de
riesgo t6xico a la salud, ademas Norred vy Voss {1994) en estudios realizados en
Estados Unidos particularmente en Charleston, Carolina del Sur, regiéon de alta
incidencia de céncer esofagico en humanos, reportaron niveles de fumonisinas de
0.17 a 2.4 ppm de la toxina_ en maiz, mientras que en Transkei Sudéfrica, region
de alta incidencia de dicha enfermedad, Syndenham (1990a) determind los niveles
de 6.7 a 10.2 ppm de fumonisinas en maiz aparentemente sano y de 63.2 a 140.5

ppm en maiz mohoso.

Las investigaciones realizadas hasta ahora apoyan la teorfa de que F. moniliforme
y las fumonisinas estan relacionados con el cancer esofdgico humano, sin embargo,
existen factores como las nitrosaminas y otros factores carcinogénicos que se
encuentran invelucrados en el incremento de esta enfermedad, ademas del
tabaquismo, el consumo de alcohol, algunas condiciones ambientales y de la dieta
pueden estar relacionados con la etiologia de la enfermedad sin descartar que las

fumonisinas son al menos en parte responsables,
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ViIl CONCLUSIONES

Aungue las condiciones ambientales de temperatura {10 a 32.5°C) y de
humedad relativa (63 a 88%) registradas en el almacén de los molinos se
consideran favorables para el desarrollo de F. moniliforme, el contenido de
humedad del maiz {8.0-2.1%) no representd un factor de riesgo de

contaminacion.

Durante el proceso de nixtamalizaciéon y elaboracién de tortilla se alcanzaron
temperaturas promedio que fluctuaron de 79.6°C (nixtamal}, 57.8% {masa) vy

1756.5°C {méquina elaboradora de tortilla).

Se detectd contaminacién por fumonisinas en el 100% de las muestras
obtenidas en el sector Reforma de la ciudad de Guadalajara, encontrandose
niveles promedio de 5.79 ppm en el maiz, 1.47 ppm en el nixtamal, 2.95 ppm

en la masa y 1.41 ppm en la tortilla.

El procesc de nixtamalizacién redujo significativamente {p<0.01) los niveles de
fumonisinas en el nixtamal en 74.8% respecto a los niveles encontrados en el
maiz, mientras que el proceso térmico de elaboracion de la tortilla permitié la
disminucidn de las fumonisinas en un 52% en la tortilla respecto a los niveles

detectados en la masa.

El proceso de nixtamalizacién y elaboracién de la tortilla se considera efectivo
para la reducciéon de fumonisinas, considerdndose los niveles promedio en
tortilla (1.41 ppm) de no riesgo téxico a la salud pulblica, con base a lo

encontrado en otros estudios.
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Debido al aito consumo de tortilla y de productos nixtamalizados en México y
en otros paises latinoamericanos, es necesario evaluar la produccion de
hidrolizados de fumonisinas en dichos productos para detectar cualquier riesgo

a la salud.

Con el desarrollo de proyectos de investigacidn como este, es posible
establecer las bases para determinar en que fases del proceso de
nixtamalizacién vy elaboracion de la tortilla se debe poner especial interés para

reducir los niveles de fumonisinas y por ende el riesgo a la salud.

El campo de la Salud Ambiental tiene dentro de sus areas de desarrollo un
potencial altamente significativo en el drea de la Toxicologia Alimentaria, los
principales aspectos que en este sentido han de impulsarse son aquellos que
promuevan acciones tendientes al consumo de alimentos seguros, por lo cual
con el desarrollo de esta investigacion se intenta apoyar las medidas que hagan
del maiz vy sus productos (esenciales en la dieta del mexicano) alimentos de

cOoNsSUMa mMas seguros.
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ANEXO 1

Con el fin de confirmar la presencia de las fumonisinas en las muestras estudiadas
de mafz, nixtamal, masa y tortilla, productos del proceso de nixtamalizacién vy
elaboracién de la tortilla, éstas se analizaron por Cromatografia de
Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM) con los siguientes resultados:

En todas las muestras se detectan de forma cualitativa dicha toxina como lo
confirman los cromatogramas que se anexan.

Simbologia empleada en los cromatogramas

Muestra Analizada Clave
Estandar de fumonisina SIAPA 1.D
de 5 ppm
Maiz SIAPA 2.D
Masa SIAPA 3.D
Nixtamal SIAPA 4.D
Tortilla SIAPA B.D

El método de CG/EM se realizd bajo las siguientes condiciones de equipa:

1. Cromatografia de Gases 5890 serie Hl, columna HP-5 de 30 metros, inyector a
280°C, detector a 290°C, rampa de temperatura de 45°C/2 minutos a 290°C
en un rango de 8°C/minuto. El método empleado es para hidrocarburos vy
solventes extendiendo el tiempo de la determinacién hasta 60-61 minutos.
Gases: Helio a 30 PS|, Aire estraseco a 54 PSI, presion de cabeza de columna 8
PSI, relacion split=17.7

2. Tipo de Inyeccién: Directa, con jeringa de 10 pb HP se inyectaron 0.5 plL,
inserto de 800 pl.

3. Detector Selectivo de Masas 5971 series HP, Condiciones normales de trabajo

modo scan, solvent delay=3, clibracién previa con PFTBA, modo autotune
standar.
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ANEXO 2

ANALISIS ESTADISTICO

Debido a la alta variabilidad en el contenido de fumonisinas del maiz respecto a sus
productos derivados se aplicé la prueba de homogeneidad de las varianzas
encontrdndose que éstas no fueron homogéneas, mediante la prueba de Bartlet.
Para realizar adecuadamente las comparaciones entre molinos y entre productos, se
utilizé una transformacién logaritmica ({decimal), mediante la cual se
homogeneizaron las varianzas y fue factible aplicar el analisis de varianza, que se

presenta en el siguiente cuadro.

Con los datos transformados a logaritmo decimal, se aplicé un analisis de varianza
factorial considerando tratamientos como la combinacidén de productos (maiz,
nixtamal, masa y tortilla) y molinos. Se analizé también individualmente como un

factor a los molinos, como otro factor a los a productos y la interaccidn entre

ambos.
Andlisis de Varianza
Transformacion Logaritmica
F tablas
Fuente Grados de Suma de Cuadrados 0.05 0.01
Libertad cuadrados medios F calculada ) ’
2.275 2.655
Tratamientos 15 26.60828 1.773885 5.596912 - o
2.901 4.459
Molinos 3 8.662136 2.854045 9.005002 * *
2.901 4.459
Productos 3 15.90011 5.300036 16.72252 * *
2.189 3.021
Interaccién 9 2.146036 0.238448 0.752346 ns ns
Error 32 10.14208 0.31694
Total 47 36.75036

** diferencia altamente significativa
ns diferencia no significativa



76

El andlisis de varianza se basa en una particién de la variabilidad de las
observaciones en diferentes fuentes (y factores) de variacién. En el caso del trabajo
que se estd analizando el término “Fuente” indica fuente de variacién. Grados de
libertad, se puede interpretar como la cantidad maéxima de comparaciones que
pueden realizarse entre un tratamiento o factor contra otros. Suma de cuadrados,
es la variabilidad asociada a cada media de tratamiento {o factor) comparada con la
media general. Cuadrados Medios, es la divisién de las sumas de cuadrados por los
grados de libertad. F calculada, es la razdén que se obtiene al dividir los cuadrados
medios entre los cuadrados medios del error experimental lo cual nos indica un
valor de F calculada para compararla con los valores de F de tablas. Fc> Ft se
rechaza la hipétesis nula, la cual indica igualdad entre medias de tratamientos o
factores. F tablas, valor de las Tablas tomade de la distribucidn de F (n-1) grados

de libertad y de probabilidad a.

Hipdtesis que se prueban:
Hipodtesis nula Ho: Igualdad entre tratamientos o entre factores.

Hipétesis alternativa Ha: Al menos un tratamiento o un factor es diferente a los

demas.

Tabla de Contrastes Ortogonales

ft
Maiz | Nixt. | Masa | Tortilla | Zw Zw? Dw | Zw? fc 0.05 | 0.01
Dw

48.5 | 10.01 21.3 9.38
a a a a
3 -1 -1 -1 104.8 | 10885 72 1562.6 | 23.12 | 4.35 |8.1 **
0 -1 2 -1 23.21 | 538.7 36 14,96 | 2.267 | 4.35 |8 1ns
0 1 O -1 0.63 0.39 12 0.033 | 0.005| 4.35 | 81ns

*

: diferencia altamente significativa

ns: diferencia no significativa
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a: Totales de fumonisinas para cada uno de los productos

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

Zw?: Diferencia elevada al cuadrado

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

Zw? : Suma de cuadrado de la comparacién
Dw

Fec: Valor de F calculado que se debe comparar con el de Tablas para aceptar o

rechazar la hipdtesis nula.



