RSSEEE

30
2,

“ 3 '°tj.':' NNERSIDAD NAGIONAL AUTONOMA OE MEKIGO

FACULTAD DE CIENCIAS

MICOTOXINAS EN MASA DE MAIZ EN EL
DISTRITO FEDERAL:
DELEGACIONES BENITO JUAREZ Y COYOACAN

TESI S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B I OL OGA

P R E S E NT A :
Margarita Erna Caballero Miranda

MEXICO, D. F. 1988




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

INTRODUCCION . . . . .

MATERIALES Y METODOS .

RESULTADOS Y DISCUSICN

CONCLUSIONES . . .

BIBLIOGRAFIA CITADA

13

26

37



INTRODUCCION

El 80% de la actividad agricola mundial estd enfocada a la.
produccién de alimentos, ya sea para la cria de animales o Ppara
el consumo humano directo. Con este fin se cultivan cerca de 300
especies vegetales distintas, peroc es sélo de 12 de ellas que se
obtiene el 957 de la produccién anual mundial de alimentos.
Entre estas 12 especies se hallan cultives come trigo, arroz,
mafz, papa, camote, cafia de azucar, casabe, frijol, coco y plétano
(Kenaga, 1974). Los granos, como trigo, arroz, mafz, avena,
etc., estén entre los principales productos agricolas a nivel
mundial y vrepresentan una de las fuentes de alimento mas
importantes, tanto para la cria de animales como para el consumo

humano.

€En e] presente trabajo, cuando se hace referencia al término
grano, #éste corresponde al nombre agrondmico y comercial, que
define aquellas estructuras boténicas utilizadas como alimento,
sin importar cu&l es el nombre boténico, el cual realmente

Jdescribe la simiente de las gramineas (Font Quer, 1973).

Entre los granos destaca por su importancia el maiz (Zea



mays), con una producciédn mundial del orden de 250 millones de
toneladas (Shurtle(f, 1980). En México este grano constituye une
de los alimentos bdsicos de la poblacisn humana; anualmente en el
pais se cosechan entre 13 y 14 millones de toneladas, vy se
importan cerca de 2 millones de toneladas més para satisfacer la
demanda nacional (SARH, 1986, 1988). En promedio, el consumo de
maiz per cépita en México se estima que es de 190 Kg al afio v este
cohnsumo se realiza bAsicamente en forma de tortillas (Barkin vy

' Suérez, 1932).

Las tortillas pusden ser definidas como "panes” de ma{z, de
forma circular, muy delgados, elaborados aplastando porciones de
masa de mafz vy cociéndolas posteriormente sobre una .Plancha
caliente llamada comal. La masa es elaborada, desde la ¢poca
Prohfspanicc, por un procedimiento tradicional que es la
nixtamalizacion. Este procedimiento de nixtamalizacifn consiste
en remojar el maiz con una cantidad del doble de su volumen de
agua vy aproximadamente 10% de cal (Ca(GH)2), calentando hasta
cerca del punto de ebullicién (80 a P4%C) durante aproximadamente
una horaj esta mezcla tiene una alcalinidad muy alta que alcanza
a tener valores de pH hasta de 13 (lIllescas, 1943).
Posteriormente, 1la-mezcla se deja enfriar toda la noche, lo que
significa un perfodo variable de tiempo, desde 12 hasta 4 hrs) el
nixtamal resultante se enjuaga para finalmente molerlo, Este
tratamiento suaviza el granoc v d;spronde el pericarpio de 1la
semilla, facilitando el procesc de molienda necesario para 1la

elaboracisén de la masa.



For la gran importancia del mafiz como fuente de alimento, es
necesaria conocer y combatir las enfermedades que lo atacan, va
que éstas provocan constantemente pérdidas importantes en la
producciod del grano; el mafz es una graminea que puede ser
invadida en todas sus partes por diversos organismos como hongos,
bacterias, virus y nemétodos, entre otros (Shurtleff, 1980). EI
mafz como planta resulta ser un substrato muy favorable para el
desarrollo de muchos tipos de hongos, capaces de invadirle en
cualquier fase de su desarrollo, desde la etapa de plantula hasta
la formacién de la mazorca y aun después, va que el 9rano puede
ser atacado por hongos en fases posteriores a la cosecha, durante
el transporte y almacenamiento, o inclusive durante su

industrializacidn.

LLa mazorca fecuentemente es invadida en el campo por
diversos hongos que provocan las enfermedades conocidas como
pudriciones de mazorca; estas pudriciones son principalmente

inducidas por Diplodia, Fusarium graminearum y F. moniliforme v,

con menor frecuencia, también por diversas especies de

Penicillium v Aspergillus, entre otros (Koehler, 1959),

El maiz, después de ser cosechado, durante su transporte vy
_ almacenamiento, sea como mazorza o ya desgranado, también s
invadido con frecuencia por los mohos. En esta etapa los mohos
que principalente lo invaden son Aspergillus vy Penicillium ademis

de Fusarium que continda su desarrollo iniciado en el campo por



un perfodo variable de tiempo (Hesseltine, 19767 Justice y Bass,
1979). Entre los hongos que pueden invadir los granos de malz,
son de interés para este trabajo aquellos capaces de groducir
micotoxinas, como algunas especies de los géneros Aspergiullus,

Penicillium vy Fusarium (Hesseltine, 1976; Davis y Diener, 1978).

Las micotoxinas son substancias producidas por hongos, que
al’ ser ingeridas por los animales (incluido el hombre) provocan
en éstos diversos desédrdenes patolégicos (Davis v Diener 1978).
Existe dna var iedad mﬁv amplia de micotoxinas, cada una de las
cuales induce una serie caracter{stica de desédrdenes conocidos
como micotoxicosis. Este tipo de enfermedades se han presentado
comoc severos vy espectaculares brotes, como la "enfermedad X de
los pavos” que en 1940 causd la muerte de por lo menos 100 000
aves, y grandes pérdidas econdmicas en Inglaterra (Alleroft,

1949},

Las micotoxinaes son producidas cuando la etapa de
crecimients del hongo ha sido limitada por la escasez de algdn
nutriente (como nitrdgeno, ftdsforo, etc.), de manera que los
procesos metabélicos normales se retardan y sus intermediarios
son  derivades por otras rutas metabdlicas conocidas como
metabolismo secundario (Smith y Berry, 1974: 1975). Este tipo de
metabolismo se caracteriza por producir una variedad muy amplia
de substancias quimicemente poco comunes, entre las que se
encuentran las micotoxinas: cada una de estas substancias sélo es

producida por un ndmero muy limitado de especies o incluso sélo



por algunas cepas de determinadas especies, 1o cual les d4 una
individualidad que las distingue de otras. En contraste, las
rutas metabblicas que se siquen normalmente, como la glucélisis,
el ciclo de los #cidos tricarboxflicos, etc., son comunes a todos
los seres vivos y por medio de ellas se llevan a cabo los
procesos de crecimiento vy reproduccién (Smith vy Berry, 1974,

1975 Steyn, 1980).

La alta actividad téxica de las micotoxinas hace que sea de
especial importancia poder determinar si un alimento estd
contaminado con ellas, ya que su consumo representa un vriesgo
sanitario potencial. Cuando un lote de granos es invadido por
mchos  existe la posibilidad de que esté contaminado con
micotoxinas, pero no la certeza, pues para ello es necesario que
1os hongos presentes en ese producto sean micotoxigenos y que las
condiciones ambientales sean las adecuadas para tal produccién;
Pr lo tanto, la sola presencia de una especie, aun cuando ésta
sea productora de toxinas, no implica necesariamente la presencia

de micotoxinas en ese substrato.

Por otro lado, aun cusando se tengan arsnos en apariencia
sanos  y libres de mohos, que normalmente se consumirfan sin
reservas, existe la posibilidad de que se encuantren contaminados
con micotoxinas (Christensen, 1975; Davis y Diener, 1978). Esto
se debe a que las toxinas pueden permanecer en el substrato a
pesar de que ¢l hongo hava desaparecido, por lo que sdélo el

andlisis qufmico directo puede asegurar, hasta shora, la



presencia y cantidad de estas toxinas en un determinado alimento.
Con el cobjeto de impedir la distribucién y consumo> de lotes
contaminados que Pprovoquen brotes de alguna micotoxicosis,
resulta necesario hacer el andlisis quimico de los lotes

sospechosos.

Entre las micotoxinas que han sido encontradas
frecuentemente contaminando en forma natural el mafz, en
inspecciones de este grano realizadas en E.U.A., se encuentran
las aflatoxinas, las ocratoxinas y la zearalenona (Shotwell,

19773 Shotwell et al., 1970, 1971, 1975; Romer, 1984).

Las aflatoxinas, que son las micotoxinas més ampliamente
e}tudiadas, son producidas por las especies Aspergillus flavus y
A; Elilji&isu;- Bésicamente existen 4 tipos de aflatoxinas,
denominadas Bi, B2, GBI y 02 con base en el color de su
fluorescencia cuando son iluminadas con luz ultravioleta (380
nm); las aflatoxinas B tienen un brillo azuloso (blue), mientras
que las las aflatoxinas G lo tienen verdoso (green). De estas
cuatro aflatoxinas, la Bf (Fig. 1) es la que ha sido més
frecuentemente encontrada contaminando los alimentos en forma
natural, v ademés ha sido demostrado que es la més téxica (Steyn,
1980). Las aflatoxinas se caracterizan por ser substancias con
una alta capacidad cancerigena; afectan principalmente el higado,
provocando céncer primario; también afectan o1 rifién, el célon
los pulmones (Christensen, 1975; Davis v Diener, 1978). En

algunas zonas de Africa y Asia se ha detectado una alta



Fig. 1: Estructura quimica de la aflatoxina B,
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Fig. 2: Estructura quimica de la ocratoxina A

Fig. 3: Estructura quimica de la zearalenona



incidencia de cdncer primario del h{gado en humanos, en estas
misgmas Zonas se ha encontrado que las aflatoxinas son
contaminantes naturales de los alimentos més comunes de la
poblacién, como el cacahuate y el mafz, lo que ha permitido
establecer de manera indirecta una alta correlacién del consumo
de estas toxinas, a través de los alimentos, con la alta
incidencia del céncer primario del hfgado en humanos (Shank,

1976).

Las ocratoxinas (Fig. 2) son producidas por ias especies
Asperqillus ochraceus vy Penicillium viridicatum. Estas toxinas
afectan principalmente el rifién, provocando necrosis en los tdbulos
renales; tambidén afectan el hf{gado provocando la infiltracidén de
‘tejido graso en este 6rgano, y el bazo, por lo cual también
Provocan alteraciones en el sistema inmune, ya que el bazo es un
productor de leucocitos. Las ocratoxinas actdan bloqueando la
sintesis protéica, como inhibidores competitivos en la formacién
del compleio RNA de transferencia - aminoécido. Estas toxinas
también tienen actividad cancerfgena vy teratégena (Nesheim, 197&;
Roschenthaler et al., 1984),

La zearalenona (Fig. 3), toxina producida por Fusarium

graminearum (estade imperfecto de Giberella zeae) (lIchinoe v

Kurata, 1983). Es una substancia, quimicamente semejante a los

estrdgencs, que provoca desérdenes hormonales como el sfndvome
estrogénico en cerdos., Los cerdos adquieren esta enfermedad al

ingerir alimento contaminado con esta toxinar en 1los machos



provoca el desarrollo de caracterfisticas sexuales secundarias
femeninas, como son el desarrollo de las gl&ndulas mamarias vy la
atrofia de los testfculos; en las hembras provoca la inflamacidn
de la vulva, la reabsorcién de fetos y abortos launque Mirocha
considera que el aborto no es parte del sindrome), camadas pequefas
y lechones débiles. Todo esto ocasiona una baja muy fuerte en la
produccién de la crfa de cerdos, con grandes pérdidas econtmicas

(Mirvocha et al., 1974; Christensen, 1975; Davis y Diener, 1978).

Cuando se detectan lotes de alimentos o prdductos
alimenticios contaminados con micotoxinas se encara um
dificultad 9ra§¢. ya que estos lotes representan un problema.
sanitario potenciallquc no debe ser desatendido. En general las
ﬁicotoxinas son substancias muy estables que no son eliminadas
mediante los procesos normales de coccidn o esterilizaciény las
aflatoxinas v zearalencna, por ejemplo, resisten temperaturas tan

altas como 150 o 200°C (Dollear, 19691 Bennet et al., 1980).

Para poder emplear lotes de granos contaminades con
micotoxinas se han desarrollado algunos métodos, principalmente
para eliminar las aflatoxinas. En el desarvollo de éstos se han
tomado en consideracién una serie de aspectos tanto prtcticofa
como econdmicost entre los més importantes estsn el que los lotes
tratados deben ademss conservar las propiedades nutritivas de los
alimentos sin dejar residuocs desagradables o téxicos, vy ser
razonablemente econémicos. A nivel experimental se ha lograde

inactivar, por lo menos parcialmente, a las aflatoxinas,
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empleando procedimientos como el tratamiento con dcidos,
amonfaco, calor hidmedo y £lcalis. Los dcidos actdan convirtiendo
la aflatoxina B!l en aflatoxina B2 (Goldblatt y Dollear, 1977),
con lo cual se disminuye, pero no se elimina, su capacidad téxica
y cancer{gena, va que la aflatoxina Bl 2s la forma mis tdxica de
las aflatoxinas (Steyn, 1930). E1 amoniaco ha sido empleado mas
exitosamente, ya que ha logrado reducir a trazas niveles
iniciales de contaminacién de hasta 100 ug/Kg (Goldblatt, 1971)3
sin embargo este tipo de tratamiento resulta muy costoso v los
alimentos siempre conservan el olor desagradable caracteristico

de! amon{aco (Chakrabarti, 1981),.

Se ha demostrado que e! tratamiento con calor hdmedo puede
reducir hasta el 80% de la contaminacién inicial de aflatoxinas
después de un tratamiento de dos horas a 100 *C y 204 de
contenido de humedad, mientras que con calor seco las aflatoxinas
Pueden resistir sin inactivarse hasta 300°C (Coomes, et al.,

19663 Goldblatt, 1966, 1948, 1971).

Los 4lcalis, como el hidrdxido de sodio o de calcio, han
resultado ser métodos efectivos y bastante econdmicos para
inactivar, por lo menos parcialmente, a las aflatoxinas (Dollear
y Gardner, 19667 Goldblatt, 1966y Goldblat y Dollear, 1977
Beckwith ¢t al., 1976; Lillehoj, 1987). Este tipo de tratamiento
e3 m&s efectivo a mayores contenidos de humedad de los alimentos;
asf, wun tratamiento con hidréxido de sodio por dos horas a 100°C

Y 20% de contenido de humedad reduce una contaminacién inicial de
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68 ug9/Kg de aflatoxinas a una final de 11 pg/Kg, mientras que el
mismo procedimiento, pero con 30%Z de contenido de humedad, logra
.reducir hasta trazas la misma contaminacidn inicial (Dollear vy
Gardner, 1766). El tratamiento con &lcalis actda sobre el anillo
lactona de las aflatoxinas (Fig, 1) provocando su ruptura y por
consecuencia eliminando las propiedades tdxicas de la molécula,
‘Cuando el tiempo de tratamiento con este método no es
suficientemente prolongado, un cambic en las condiciones del
medio, como una acidificacién, puede provocar la reorganizacién
de la molécula al cerrarse nuevamente el anillo (Goldblatt vy

Dollear, 1977).

El proceso de nixtamalizacién, por medio del cual se cbtiene

'la masa de maiz, involucra precisamente dos de estos tratamientos
efectivos para inactivar las aflatoxinas: el calor hdmedo v el
tratamiento alcalino con hidréxido de calcio, Esto sugiere que
la nixtamalizacién es un medio efectivo para inactivar las
aflatoxinas. AlQunos reportes han sustentado esta idea, va que
al nixtamalizar mafz inoculado con aflatoxinas se ha logrado
inactivar hasta un 75% de la contaminacidn lﬁiclll (Ulloa-Sosa vy

Schroeder, 1969).

Por todo lo anterior, en aste trabajo, Qque es una
inspeccion, se espera encontrar que la masa de maiz esté libre o
casi libre de contaminacién por aflatoxinas en condiciones
naturales, esto es, como llega 3 los consumidores, aun cuando el

mafz con el que se elabora la masa esté contaminado con estas
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toxinas, 1o que en Méxicc es muy probable. Esta suposicién se
basa en los resultados de algunas inspecciones realizadas en mafz
en E,U,A. (Shotwell et al., 1970, 197§, 1975) y en México
fGarcla-Aguirre y Marti{nez, 198%), que indican que en forma

natural, en diversos canales comerciales, es posible detectar

lotes de maf{z contaminados con aflatoxinas.

La zearalenona y las ocratoxinas, estas toxinas también han
sido encontradas como contaminantes naturales del mafz (Shotwell,
19773 Shotwell et al., 1970, 1971, 1975; Romer, 1984), y por lo
tanto es posible aque sean detectadas en la masa, ya Qque se
desconocen 108 efectos que la nixtamalizacién tenga socbre estas
toxinas; aunque se sabe que la zearalenona es resistente al calor
(Bennet et al., 1980), no se sabe cual es el efecto de 1la
nixtamalizacién «&n esta toxina; sin embargo, debido a la
capacidad téxica de ambas toxinas resulta interesante conocer los
niveles de contaminacién que puediese presentar la masa de maiz

tanto con ocratoxinas como con zearalenona.
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MATERIALES Y METODOS

1) Muestreo

Las muestras, de un kilograme de masa de mafz para
tortillas, fueron colectadas en diferentes molinos de nixtamal de
las Delegaciones Benito Jusrez y Coyocacén del Distrito Federal y

transportadas inmediatamente al laboratorio para su preparacién vy

posterior andlisis.

Fue realizadc en dos de las 16 Delegaciones del Distrito
Federal: Benito Judrez y Coyocacdn. En estas Delegaciones todos
los molinos de nixtamal reciben el mismo tipo de mafz, va que
todos son proveidos por la Compafifa Nacional de Subsistencias
Populares (CONASUPQ); con base en la informacidn tedrica de la
situacién del mafz en el Distrito Federal, la seleccién de
molinos se realizé aleatoriamente en funcién de wuna ruta

accesible que recorriese las dos Delegaciones (mapa I).

Fueron seleccionados S5 molinos en la Delegacién Benito
Jufrez: 1) Laura 101, Col. Nativitas. 2) Américas Sé, Col.
Moderna. 3) Cinco de Febrero 762, Col. Alamos. 4) Necaxa 164
Bis., Col, Portales. S) Mariposa 929, Col. Santa Cruz Atoyac. Y

cuatro en la Delegacidén Coyoacdn: 1) Divisién del Norte 2590,
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Mspa I: Ruta de muestreo en los molinos de las Delegaciones Benito Jurez y
Coyoacén en ‘el Distrito Federal.
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Col. Churubusco. 2) Pacifico 333, Col. Los Reyes. 3) Calle A
Manzana VII No. 15, Col. Educacidn. 4) C4liz 73, Col. €1 Relaj.

Inicialmente se trabajé con una frecuencia de muestreo
semanal (primeros nueve muestreos), sin embargo la ccpacldad.plra
el procesamiento de muestras en el laboratorio forzaron a
modificar la frecuencia de muestreo a cada dos semanas. E]l tamafic
de las muestras fue de 1 Kg y el tiempo de muestreo abarcé un
periodo d; un afic en cada Delegaciéni En Benito Judrez los
muestrecs se iniciaron el 4 de agosto de 1986 y se terminaron el
3 de agosto de 1987. En Coyocacén los muestreos se iniciaron el
15 de noviembre de 1934 y se terminaraon el 9 de noviembre de

41987. En total se realizaron 29 muestreos en la Delegacion
Benito Judrez y 24 en la de Coyoacdn; el total de muestras
Procesadas y analizadas fue de 241, 145 correspondientes a 1la

Primera y 96 a la segunda.

1I) Preparacién de las muestras

Todas las muestras fueron sometidas al siguiente procesc de
preparacicn:

4) Secador La masa fresca fue desmoronada y puesta en una
scola capa sobre una charcla que fue colocada 2n un horno de aire
forzado (Blue M "Stabil-Therm") a 50°C durate 24 horas. Este
Paso  tuvo como objetivo deshidratar la masa para prevenir el
crecimiento de mohos y otros'microorqanismos y evitar la posible

cantaminacidén con micotoxinas.
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b) Homogeneizacidéni Una vez deshidratada, la masa se pasd
dos veces por un molino de mafz (Straub Co. Corydon Penn, Mod.
4-E) para obtener una muestra con tamafios de partfcula homegeneos
que pudiesen pasar por una malla del ndmero 20. La harina asi
obtenida se mezcld en una balidora (Jobart Mod. C-100) durante 1S
minutos, con el objeto de homogeneizar la muestra. Las muestras
ya preparadas fueron guardadas en bolsas de papel estrazs vy
almacenadas a tamperaturas de congelacién (+/- 3°C) hasta que fue

posible iniciar el andlisis aquimico.

ITI) Andlisis quimico
L £l método usado para realizar el andlisis quimico de las
muestras fue el descrito por Eppley (1968), con el cual se puede
analizar una muestra para detectar simulténeamente: aflatoxinas,
ocratoxinas Yy zearalenona. Esta técnica ha sido adoptada
parcialmente como primera accién oficial por la Association of
Official Analytical Chemists (ADAC, 1984) para aflatoxinas en
cacahuste (26,024 & 26.031), vy para aflatorinas en mafz (26.051),
Esta técnica es suficientemente sensible, con buenos {ndices de
recuperacién, vy sus coeficientes de variacién son razonablemente
bajosy por otra parte, las condiciones del labeoratorio
permitieron su adopcibn, vy ¢l apoyo de CONACYT permitié 1l

adquisicién oportuna de los solventes que requiere.

Esta técnica se puede resumir en los siguientes pasost
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A) Extraccién: 56 9 de muestra + 25 g de tierra de
diatomeas (Celite, Hyflosuper Cell) + 250 ml de cloroformo {(grado
analfitico en recipiente de vidrio)l + 23 ml de agua. La
extraccién se realizé agitando durante 30 min en velocidad alta
en un agitador de accién de mufieca (Burrel Mod. 75). En el momento
de la extraccién, el medio fue acidificado hasta alcanzar un pH
de 3 a 4, para asegurar que el proceso alcalino fuese
suficientemente dréstico y que el anillo abierto de la lactona,
no fuese a cerrarse en presencia de un médio &cido como es el
caso del pH del estSmago. Después de ser extraidas, las muestras
fueron filtradas <(papel Whatman No. 1, Gualitative) vy separados

los primeros S0 ml.

v B) COIUMH; de cromatograffia: Los primeros 50 ml del
;iltrtdo se agQregaron a una coclumna de cromatografia de gel de
sflice (Fig., 4). La elucién se continué con 150 m1 de hexano
seguidos de 130 ml de benceno; ambos solventes se desecharon.' La
fraccién de zearalenona fue eluida con 250 mi de acetonatbenceno
5195 v/v, vy se continud lavando la columna con 150 sl de éter
etflico, lo que se desecharon., Las aflatoxinas fueron eluidas
con 150 ml de metanolicloroformo 97 v/v, y finalmente las
ocratoxinas fueron eluidas con 250 ml de 4cido acético

9lacialsbencenc 119 v/v.

C) Concentracidn: Las tres fracciones obtenidas de la
columna fueron evaporadas en rotavapor (Buchi 011 RE (11) con bafio

de vapor (Buchi 461) a 30°C hasta casi sequedad. En el caso de
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Fig. 4: Empaqus de la colusna de crosstografia pars zearalsnona

aflatoxinas y ocratoxinass.

20n ’
— ¢ Cotocar una bola lexs d» fibra de
vidrio.

¢ Colaocar 5 grs. Nz S5O0, enhidro
para der una bDase sl gsl de sfli-
ce. '

¢ Afadir CH Cly hasts la mitad de
1a cepacidad de -1a celumna.

® Madir 10 gre. qel de silice, agl-
tendo pars dispersar el gel.

* Dejer assntar, drenands algo del
cloroforao, psre sin wejar secar
sl pl,

® Agregsr lentements. 1§ gus.. hzﬂl.
anhidro y drenar sl clszoforso
hasta que s8lo' cubra 1a superfi-
cie del He30, (Eppley,t888)

R[]
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las aflatoxinas y ocratoxinas, el residuo de la evaporaciéon fue
transferido a viales de 20 ml, lavando con 10 ml de cloroformo.

El contenido de los viales se evapord hasta sequedad en un bafic de
vapor en atmdsfera de nitrdgenc, y se conservéd en congelacisn

hasta ¢] momento de su uso en la cromatograffa de cara fina.

En ¢l caso de la fraccién de zearalenona se introdujo un
paso de particion (26.114) para eliminar los residuos de grasas vy
pigmentos del extracto (AOAC, 1984). El residuo de la
evaporacién se transfirid a un embudo de separacidén, lavando 4
veces con 10 ml de benceno cada vez, Yy dos veces con
acctpnitrilo, primerc con 10 ml v luego con S ml, Se agité el
”c-bu&o de separacién y se dejaron separar las capas, colectando
las dos fracciones de acetonitrile (capa inferior)
independientemente y junténdolas en un matrzzy este extracto se
evapord en rotavapor hasta sequedad vy se transfirid a un vial de
20 ml con 10 ml de cloroformc los cuales se evaporaron hasta
sequedad en un bafio de vapor y en atmésfera de nitrégeno,

conservando el residuc en congelacién para su uso posterior.

IV) Cromatografia en capa fina

La cromatograffa en capa fina se realizé sobre placas de
vidrio de 20 x 20 cm, precubiertas con gel de silice con un
espesor de 0.25 mm (DC ~ Fertigelatten Kieselgel 60 Art. $S721
Merck),
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Placas preliminaress

Aflatoxinas. La fraccidn de aflatoxinas se resuspendid con
0.5 ml de benceno, agitando durante un minutc en agitador
mecénico (Super-Mixer 1290, Lab-Line Instruments Inc). Con wuna
microjeringa de 10 ul se coloucaron, en la semipenumbra, dos
manchas de S5 ul de muestra sobre una linea imaginaria a 4 cm del
borde infrior de 1a placa. En la misma placa se colocaron
mnncﬁgs de 2, 4 vy 8 ul de la solucién patrén (Sigma A-6636 B, con
concentracién de 1 ug/ml) vy sobre una de las manchas de 5 pl de
muestra se coleocéd una mancha de solucién patrén de 4 pl comno
Patrén interno. Las placas se desarrollaron en un tanque con el
sistema de solventes acetonastbenceno 145 v/v  durante
gproxlladomcnte 43 min hasta que el frente del solvente llegd a
unos 2 cm del tope de la placa; las placas ya secas se observaron
bajo 1luz utravioleta de onda larga (340 nm), identificando las
aflatoxinas como manchas azules o azul verdosas, usando como
referencia las manchas de los patrones: las muestras positivas se

conservaron para el andlisis cuantitativo.

Ocratoxinas. La fraccién de ocratoxinas se resuspendis con
0.5 =ml de 4&cido acético glacialibenceno 1199 v/v, agitando
durante un min en agitador mecénico (Super-Mixer 1290, Lab-lLine
Instruments, Inc). Las manchas en la placa se hicieron de la
®isma manera que en las placss para aflatoxinas, pero en este
casce 1la solucién patrén empleada fue de ocratoxins A (Sigma
0-4001, con concentracién de 1 ug/ml). Las placas se

desarvollaron en un tanque con el sistema de solventes 4&cido
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acético glacialibenceno 5145 v/v, vy se observaron bajo luz
ultravicleta de onda larga (340 nm), identificandc las
ocratorinas comeo manchas verdosas vy tomando como referencia las
manchas de los patrones, las muestras positivas se conservaron

para e] andlisis cuantitativo.

learalenona. La fraccién de zearalencna se resuspendid con
0.5 ml de benceno, agitando durante un minuto en agitador
mecdnico (Super-Mixer 1290, Lab-Line Instruments, Inc). Con una
microjerings de 10 pul  se colocaron dos manchas de 10 ul de
muestra sobre una linea imaginaria a 4 cm del borde inferior de
la placa. En la misma placa se colocaron manchas de 2, 4 v 8 ul
de patrén (Sigma 2-2125 con concentracidén de 50 ps/ml) v sobre
una de las manchas de 10 ul de muestira se colocéd una mancha de
patrén de 4 ul como patrdn interno. Las placas se desarrollaron
sucesivamente en dos sistsmas de solventes, primero con
bencenothexano 30110 v/v, para eliminar los residucs de grasas
del extracto (Hagan y Tietjen, 1975), y daspués se corrieron en
la miwma direccién con dcido acético qlacialsbenceno %148 v/v, vy
se observaron bajo 1luz ultravioleta de onda corta (260 nm),
identificando la zearalencna como manchas de tonalidad azul,
tomando como referencia las manchas de los patrones; las muestras

positivas se conservaron pars ¢l anélisis cuantitativo.

Placas cuantitativas:
Aflatoxinas. En estas placas se colocaron sdlo las muestras

positivas detectadas en las placas preliminsres, y en las
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concentraciones estimadas con base en los resultados obtenidos
por comparacién visual de la placa preliminar. Con una
microjeringa de S0 ul y con luz de baja intensidad se colocaron
sucesivamente tres manchas de cada muestra (+/~ 10, 20 y 30 ul).

En la misma placa se colocaron manchas de 2, 4 v 8 Fl de solucidén
patrén (Sigma A=-46364 Bl, con concentracidn de | Pglnl). Las
Placas se desarrollaron en un tanque con el sistema de solventes
acetonaibencenc S145 v/v, durante aproximadamente 43 min, hasta
que ¢l frente del solvente llegd a unos 2 cm del borde superior
de la placa; va secas se observaron bajo luz ultavioleta de onda
larga (360 nm) y las aflatoxinas se identificaron como manchas
azules o azul verdosas, comparando visualente la intensidad de
las manchas de muestra con la intensidad de las manchas del
patron; la cuantificacién se realizé de acuerdo con la férmula 1

(26.031), (ADAC, 1984),

Ocratoxinas. Estas placas se realizaron de la wisma manera
que aquellas para aflatoxinas, pero empleando en este caso un
patrén de ocratoxinas (Sigma 0-4001 con concentracidén de 1!
M9/®l). Las placas se desarrollaron en un tanque con el sistems
de solventes toluencsacetato de etilosdcido férmico 6231t v/v, v
se observaron bajo luz ultravioleta de onda larga (360 nm),
identificande las ocratoxinas como manchas  verdes) la
concentracién de ocratoxinas en las muestras se estimé por
comparacién visusl de las manchas de las muestras con las del

patrén y la cuantificacién se realizé aplicando la féraula I.
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FORMULA [

(Sx Y x V)

ug texina/kKg muestra =

(X x W)
En donde:

$ = ul de la mancha del patrdn con
intensidad igual a la mancha de muestra.

Y = Concentracién de} patrén empleado.

V = Volumen de dilucion final de la muestra.

X = ul de la mancha de muestra con
intensidad igual a la mancha del patrén.

W =g de muestra extraida que entran a

la ¢columna de cromatografia.

Zearalenodna. Estas placas se realizaron de la misma manera
que las placas cuantitativas de aflatoxinas, empleando en este
caso una solucién patrén de zearalenona (Sigma 2-2125, con
concentracién de SO Mo/ml). Las placas se desarrollaron
suscesivamente con dos sistémas de solventes, primero con
bencenoshexanc 30:10 v/v, para eliminar los residuos de grasas

del extracto, y después se desarrollaron con 4cido
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acéticorbenceno S:45 v/v. Las placas se observaron bajo luz
ultravioleta de onda corta (260 nm), identificando la zearalenona
como  manchas azulosas; para estimar la concentracién de
zearalenona en las muestras se compardé visusalmente la intensidad
de las manchas de muestra con la intensidad de las manchas del

patrén; la cuantificacién se realizéd aplicando la férmula I.

V) Pruebas confirmatorias
Para confirmar la identidad de las toxinas detectadas se

realizaron las siguientes pruebas confirmatorias:

Af latoxinas. Para confirmar la presencia de aflatoxinas la
mancha en la placa de cromatograffa se asperjé, con una solucidn
écido sulfdricoragua destilada 133 v/v (26,057). Con este
tratamiento las - aflatoxinas cambian de tonaiidad axul a um
amarilla, al observar la placa bajo luz yltra violeta de onda
larga; si 1la mancha en cuestién no presenta este viraje no se
trata de aflatoxinas, por lo que se descarta la muestra. (AOAC,

1984),

Ocratoxinas. Para confirmar la presencia de ocratoxinas, la
mancha se asperj6 con una solucién alcoh6lica de bicarbonatoc de
sodio, (24.113 (e), 26,117), Las manchas de ocratoxinas deben
virar de tonalidad verdosa a una azul intenso cuando se chservan

bajo luz ultra violeta de onda larga (3460 nm) (AOAC, 1984).
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Zearalenona. Para confirmar la identidad de la zearalenona
se empled una solucién de clorurc de aluminio asperjada sobre la
mancha; la placa se calentéd por 5 min a 130 *C, (26.140 (b),
26.146). La mancha deja de ser perceptible bajo luz ultravioleta
de onda corta, pero se aparece, con una tonalidad azul, bajo luz
ultravioleta de onda larga (350 nm) si se trata de zearalencna

(AOAC, 1984).

Todas las 'muestras fuercn analizadas una sola vez, Y
dnicamente en el caso de las muestras positivas se analizaron por
duplicade; esto fué debido a la carga de trabajo y al costo de
cada  extraccion, €l analizar las muestras positivas por
duplicado fue para tener promedios en los célculos de las
concentraciones.

El procedimento de preparacién de la masa, ademés de su
consistencia masosa, hacen suponer que la distribucién de las
micotoxinas en este producto es homogénea. El muestreo vy la
Preparacién de las muestras, realizados de acuerdo con los
métodos oficiales, garantizaron la distribucién homogénea de las
toxinas en las mismas. Por lo anterior, el analizar las muestras

una sola vez no representé un problema grave,
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KESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la inspeccién de los molirios de nixtamal
de las Delegaciones Benito Juirez y Coyoacén mostraron que de las
241 muestras de masa obtenidas en un periodo de 12 meses en Jos
nueve mclinos seleccianados, sclamente 12 estuvieron contaminadas
con las diferentes micotoxinas para las que fueron analizadas, lo
qQue representa 4.58% del total de las muestras analizadas (Tabla

I’l

La distribucién en el tiempo vy el espacio de las muestras
contaminadas se presenta en la tabla Il vy en la gréfica I, en
donde se puede observar que entre las dos delegaciones
inspeccionadas no hay diferencias considerables en sl nimero de
suestras contaminadas, ni en sus niveles de contaminacidén. En la
Delegacidn Benito Jubrez el S.%% de las muestras analizadas
estuvieron contaminadas con alguna de las micotoxinas
inspeccinadas, mientras que en la Delgacidn Coyosacdn esta cifra
fue de 4.2%, Esta similitud en el porcentaje de nuestras
contaminadas se explica porque el mafz que reciben todos los
molinos inspeccionades es provisto por CONASUFO;  existe la
posibilidad de que el maiz recibido por los malinos no tenga la

misma historia, esto es, que no tenga ¥l mismo origen., ni =l
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mismo tiempo de almacenamjento, o el mismo nivel de contaminaciéon
con micotoxinas, pero como el proceso de nixtamalizacidén es
précticamente igual en todos los molinos, la posibilidad de

destruccién de las aflatoxinas también es practicamente la misma,

Lo que es notable, vy debe ser puntualizado, es el hecho de
que en ninguna de las muestras contaminadas fue posible detectar
wis de una micotoxina; esto es sorprendente porque el grano de
maiz es un substratoc en e! que pueden crecer muchos mohos v
producir micotoxinas, de manera que,. frecuentemente, estd

contaminado por varias micotoxinas en forma natural.

Con relacién al tiempo, en el mes de septiembre deé 1566 el
namero de muestras positivas es mayor, mientras «que en los
muestreos realizados el resto de ese afio no fue posible detectar,
con el método empleado, las micotoxinas buscadas. El porcentaje
de muestras positivas durante ese mes representa 33% del total de
las muestras en las que fueron encontradas toxinas durante todo
el perfodo de 1la inspecciébn. Durante 1987 se detectaron
micotoxinas en las muestiras obtenidas durante los meses de
febrerc a Jjulior en agosto no se detecté ninguna nuestra
contaminada, pero en septiembre l(a en las muestras obtenidas el
resto del aflo hasta noviembre no fueron detectadas micotoxinas,
Del total de las wsuestras positivas para cualquiera de 1las
micotoxinas buscadas, 58% correspondieron a las obtenidas de

febrero a julio de 1987.



TABLA I: Muestras de masa de mafiz colectadas en las Delegaciones Benito
Juéirez y Coyoachn, D. F., positivas para aflatoxinas,
ocratoxinas y zearalenona
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MUESTRAS  POSITIVAS

1 Muestras
MOLINO analizadas Aflatoxinas Ocratoxinas Zearalenona
Delegacién
Benito Jufirez
1°* 29 2 ND 1
2 29 ND 1 ND
3 29 ND ND j]
4 29 1 ND 1
5 29 1 1 ND
TOTAL: 145 4 2 2
Delegacién
Coyvoa
1 24 1 1 ND
2 24 ND ND 1
3 24 ND ND ND
4 24 ND 1 ND
TOTAL: 96 1 2 1
TOTAL: 41 5 4 3

* La ubicacifn de estos molinos se di en materiales y métodos.
ND = No Detectada.
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TABLA II: Distribucién en el tiempo y niveles de contaminacibn con aflatoxinas
ocratoxinas y zearalenona en masa de maiz colectada en las Delega--
ciones Benito Juérez y Coyoacén D. F, de agosto de 1986
a noviembre de 1987

AFLATOXINAS OCRATOXINAS ZEARALENONA
. . ng/kg
o D ND ND
) ) ND
< =1l s, 5 — ND
4.5 ND D
ot D o ND
D D D
o D D ND
ND D ND
DIC ND N ND
ND N ND
1987
19 D ) ND
ND ND )
e D ND ND
N 1.5 --=< | \D D
- D ND 167
D - 5.5 === ND
AR ND ND D
ND D , 282
y 10.5 D )
ND D ND
. ND 8 ND
ND o D
. ND ND ND
D 5.5 — = ND
o ND ND D
ND D ND
e D D D
ND S SR 209 - -
- ND ND ND
ND ND D
NOV ND ND ND
i

ND = No detectado

Benito Judrez ~---=- Coyoachn



TABLA III: Niveles de contaminacién con aflatoxinas en muestras de masa
de maiz colectadas en las Delegaciones Benito Jufrez y
Coyoacén, D. F., de agosto de 1986 a noviembre de 1987
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MOLINO FECHA DE COLECTA CONTAMINACION ng/kg
PROMEDIQ RANGO
Delegacifn
Benito Jufrez
1 6/SEP/1986 _ 3 3-3
1 10/MAY/1987 10.5 7.3-13
4 27/SEP/1986 4.5 3-6
5 6/SEP/1986 3 3-3
Delegacién
Coyoacén

23/FEB/1987 D ¥ 8 10 - 13




TABLA IV: Niveles de contaminacién con ocratoxinas en muestras de masa

de maiz colectadas en las Delegaciones Benito Juirez y
Coyoacén, D. F., de agosto de 1986 a noviembre de 1987

MOLINO FECHA DE COLECTA CONTAMINACION ug/kg
PROMEDIO RANGD
Delegacibn
Benito Jufrez
2 1/SEP/1986 5.5 -8
5 29/JUN/1987 -8
Delegacifn
Coyoachn
20/JUL/1987 5.5 3-8
5.5 3-8

16/MAR/1987
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TABLA V: Niveles de contaminacién de zearalenona en miestras de masa
de maiz colectadas en las Delegaciones Benito Julrez y
Coyoacén, D. F., de agosto de 1986 a noviembre de 1987

MOLINO FECHA DE QOLECTA CONTAMINACION ug/kg
PROMEDIO RANGO
Delegacibn
Benito Julirez
2/MAR/1987 167 167 - 167
4 27/ABR/1987 282 250 - 313
Delegacién
Coyoachn

2 14/SEP/1987 209 167 - 250




N o

Ndmm de muestras positivas

o
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AFLATOXINAS
OCRATOXINAS
ZEARALENONA

7.

N 0 &8 F N A

LA

llY‘GI:. LLUVIONA &N &L . P,

A

POCA OR IMPORTACION OEL WMAIZ

Gratica 1 . Muestrgs de masa de maiz obtenidas en ei D.F. de
agosto de 1986 g noviembre de 1987, contaminados con
ofiotoxinas , ocratoxinas y zearaisnona, y su relacidn
con la estaciénm iluviosa y la epoca de importacion de
maiz durante ese perfodo.
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Con relacién a las aflatoxinas, cabe mencionar que durante
- el perfodo de muestreo, que fue de agosto de 1986 a noviembre de
1987, solamente fueron encontradas S muestras contaminadas <on
aflatoxinas (2% del total de muestras analizadas), con niveles de
concentracién que fueron de 3 a 13 ug/Kg (Tabla IIf). La wmayor
incidencia de contaminacién fue en 1984, en la Delegacién Benito
Judrez, en donde los muestreos realizados el mes de septiembre
mostraron que en tres molinos diferentes la masa estaba
contaminada con niveles de 3 a é6 u9/Kg. Estos niveles de
contaminacién estan muy por abajo de los limites aceptados en los
cédigos sanitarios incluidos en las legislaciones de E.U.A. y de
la Comunidad Econdmica Europea (20 ug9/Kg) (Krogh, 1976, 1977;
Schuller et al., 1983). En mayo de 1987, en la misma delegacidn,
fue detectada una muestra con niveles de contaminacion de 7.3 a
13 M9/K9 10 que da un promedio 10.5 ug/Kg. En la Delegacion
Coyoacén solamente fue detectada una muestra contaminada en
febrero de 1987, con 10 a 13 ug/Kg vy en promedio 11.5 ug/Kg, En

todas estas muestras solamente fue detectada aflatoxina Bl.

Debido a que la inspeccidn fue realizada en la masa y no'‘en
el mafiz no es posible hacer inferencias con relacién al segundo,
Pero los resultados y los antecedentes académicos sugieren que el
reducido ndmero de muestras positivas, asf como los bajos niveles
de contaminacién, son debidos al proceso de nixtamalizacidn
(Dollear, 196%; Beckwith et} al., 1976; Lillehoj, 1987). En

septiembre de 1986, tres muestras fueron encontradas

contaminadas, aunque con niveles muy bajos de aflatoxinas, lo que
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pudo deberse a que los lotes de mafiz llegaron a los molinos muy
contaminados y el proceso de alcalinizacién durante la
nixtamalizacién no fue suficientemente intensc para destruir las
aflatoxinas hasta los limites minimos detectables por la técnica
empleada; es también posible que a pesar de que el nivel de
contaminacién del mafz no fuese muy altc en esas ocasiones, el
pericdc de nixtamalizaci6n en esos molinos se hubiese reducidoe
debide al volumen de ventas. El1 mayor ndmero de muestras
contaminadas fue encontrado en septiembre, lo cual coincide con
la ¢época 1lluviosa en el Distrito Federal vy con la épcca de
importacién de este grano; esto puede significar que los lotes de
maiz usados estaban contaminados poraue ya venfan as{ del
exterior, © porque durante el transporte y almacenamiento se
hayan contaminado debido a un almacenamiento deficiente vy a que
el agua de condensacién o la humedad relativa humedecieron el
grano, permitiendo el desarrollo de hongos micotoxigenos vy la

produccién de sus toxinas.

Otro grupo de toxinas de importancia sanitaria para la salud
humana son las ocratoxinas. Las muestras colectadas para
detectar aflatoxinas fueron también inspeccionadas para detectar
simultdneaments ocratoxinas; con relacidn a estas toxinas, cuatro
de las muestras analizadas estuvieron contaminadas (1.6% del
total de muestras analizadas), dos en la Delegacidn Benito Judrez
¥y dos en la de Coyoacdn, con niveles de 3 a 8 ug/Kg (Tabla IV);
s presencia en el tiempo resulta muy esporddica va fueron

datectadas en septiembre de 1984, y en marzo, junio y julio de
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1987 (gr&fica 1l); todos estos meses son parte de la época de
lluvias 2n e} Distrito Federal, por lo que es posible que 2] maiz
con el que se elaboré la masa estuviese contaminado, debido a que
las condiciones de humedad favorecieron el desarrollo de hongos
productores de micotoxinas y la formacidén de estas toxinas
durante el transporte y el almacenamiento. El mes en el due se
detecté la contaminacién m&s elevada por ocratoxinas fue junio,
con niveles de 8 Pq/Kq (Tabla I1); este mes, ademds de ser
lluviosc en el Distrito Federal, coincide con el periodns de
importacién del maf{z, por lo cual es también posible que estos
lotes viniesen ya contaminades del exterior. Los niveles de
contaminacién detectados vy la incidencia de muestras positivas
para ocratoxinas hacen suponer que la contaminacién con esta

toxina no debe ser preocupante.

A pesar de que la =zearalénocna no es una toxina con
implicaciones sanitarias potencialmente peligrosas para el
hombre, la metodologi{a seguida para analizar aflatoxinas v
ocratoxinas peraitié al mismo tiempo analizar las muestras de
masa para esta toxina; en 1986 no se lograron detectar muestras
positivas, mientras que durante 1987 tres muestras de la masa
colectada estuvieron contamiandas con zearalenona (1.25% del
total de muestras analizadas), dos en la Delegacién Benito Judrez
Y una en la de éoyonctn, siendo su distribucién en el tiempo muy
esporddica (Tabla 1Il); los niveles de contaminacisdn detectades
fueron de 167 a 313 H9/Kg (Tabla V). Tanto la escasa

distribucién en el tiempo vy en el espacio, como las bajas
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concentraciones detectadas permiten suponer que la presencia de
estas toxinas no representa un riesgo ni siquiera para los
animales que, como el cerdo, son altamente susceptibles a sus

efectos.

CONCLUSIONES

tlos resultados obtenidos demuestran que los postulados
planteados en la introducciéb de la tesis se cumplen; el ndmero
de muestras contaminadas con aflatoxinas, que representé 27, del
total de las muestras analizadas, asf como los niveles de
contaminacién de las mismas, de 3 a 13 ng/Kg, los cuales
estuvieron muy por abajo de los limites permitidos en los cédigos
sanitarios y legislaciones de los paises que los tienen, sugieren
que  la contaminacién con aflatoxinas no representa un problema
sanitario preocupante para la poblacién consumidora de masa de
mafiz en el Distrito Federal, pero es importante no subestimar el
problema potencial que pudiese representar un descuido en el

proceso de nixtamalizacidn.

La mayor incidencia de aflatoxinas en el mes de septiembre,
coincidiendo con perfodos de importaci&n del maiz, hace suponer
que puede ser el maiz extranjeroc el que estd mis contaminado, por

1o que se sugiere mayor atencién en este rubro por parte de las
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autoridades competentes respecto a las importaciones de este
grano. Es importante hacer notar que la mayor incidencia de
aflatoxinas en la masa también coincidié con 1la estacidn
lluviosa, por lo que otra posibilidad es que un almacenamiento
deficiente haya favorecido la presencia de hongos productores de

micotoxinas en los lotes de mafz, as{ como la formacion de

aflatoxinas.
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