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INTRODUCCION

El mafz es el principal cultivo en México. Su consumo se
lleva a cabo en varias formas, siendo la tortilla el produc
to que se consume en mayor proporcién. Para la elaboracién
de la tortilla, el maiz se somete a un tratamiento térmico
- alcalino, que trae como consecuencia cambios fisicos y --

quimicos en el grano. Este proceso se conoce con el nombre

de nixtamalizacién (1).

////;1 maiz después de haber sido cosechado es almacenado en
silos o bodegas, ésto deberd ser en condiciones adecuadas
para evitar pérdidas por contaminacifn, ya que un mal alma
cenamiento trae como consecuencia un deterioro en el grano
por desarrollo de microorganismos y cambios en su composi
cién.:.Pe la microflora original del maiz obtenida durante
las operaciones de cosecha o transporte, una cantidad impor
tante corresponde a la familia de los hongos que pueden de
sarrollarse y ocasionar las pérdidas significativas. Las
principales especies de hongos que se han encontrado son :

Penicillium, Aspergillus, Fusarium (2). Es conocido que es-

tos microorganismo ademds de provocar un deterioro en la --
composicién de los granos, producen metabolitos que pueden

ser tbxicos a animales y muy probablemente al hombre. Estos



compuestos son metabolitos secundarios y reciben el nom
bre general de micotixonas. Entre las mas comunes Yy pre-
ligrosas podemos citar a laslaflatoxinasgs
El objetivo de este trabajo, es conocer las modificaciones
que ocurren en las aflatoxinas durante el proceso de lanix
tamalizacién empleando como material de prueba mafz conta

minado artificialmente con-Aspergillus flavus, productor -

principalmente de aflatoxinas Bl’

Para llevar a cabo el objetivo se planted el siguiente

plan general de trabajo.

1.- Dado que a la fecha existe una amplia informaci6én so-
bre las técnicas analiticas para cuantificar aflatoxi
nas, seleccionar de la literatura la m&s precisay apro

piada para la realizacién de este trabajo.

2.- Identificar, cuantificar y determinar los cambios que
sufren las aflatoxinas durante las diferentes operacio
nes en el proceso de la nixtamalizaci6n y elaboracibn

de la tortilla.



GENERALIDADES

2.1. PROCESO DE NIXTAMALIZACION

LEl mafz es el cereal bdsico utilizado en la alimentacién

del pueblo mexicano a través de varias centurias.

Asf{ pues es sabido que los Mayas y otros habitantes primiti
vos de América latina conocian, cultivaban y consumian maiz,

el cual formé parte esencial de su religién y cultura (1).

A partir de este cereal los Mayas preparaban varios alimen-
tos, de los cuales la tortilla ha sido hasta la fecha de im

portancia significativa en la nutricién de nuestro pueblo.

- ( E1 proceso fundamental en la elaboracibn de las tortillas -

—_—

es la nixtamalizaciéqjla cual se describe en el cuadro 1.

k-La nixtamalizacién consiste en un proceso térmico-alcalino,
que trae como resultado el desprendimiento de la cascara y
la suavizacién del grano con una pérdida parcial de ciertos
componentes e importante de fibra cruda. También ocurren

ciertos cambios ffsico -~ quimicos (1).J



CUADRO I

MAIZ. ENTERO

REPOSO

Agua 3:1
Cal 1-2%
94 °C

30 minutos

DEL MAIZ

8 - 15 hrs.

DECANTACION DEL SOBRENADANTE

NEJAYOTE

AGUA DE LAVADO

l

MAIZ COCIDO

Con agua 2
veces 3:1

LAVADO DEL MAIZ
NIXTAMAL

MOLIENDA DE NIXTAMAL

TORTILLA



Entre los cambios mas ‘importantes que podemos citar se en-

cuentran :

1)} Los cambios en la éalidad protéica del mafz destacando
el aumento en la relacién de lisina, aumentando su dis-
ponibilidad 2.8 veces, otros aminodcidos esenciales co-
mo treonina, histidina y metionina también se hacen més
disponibles, el triptofano también aumenta ligeramente.
El aumento en la disponibilidad, es debido a que el cal
cio interacciona con los enlaces disulfuro de residuos
de cistina de la fraccién protéica glutelina del grano,
provocando que el complejo se abra y deje disponibles a
los amino&cido§l(3). Por el contrario la fraccién zeina
que son proteinas solubles en el alcohol clasificadas -
como prolaminas, se hacen menos digeribles (3). Sin em-
bargo, cabe seflalar que este proceso térmico-alcalino,
no mejora de manera importante la calidad de la protei-
na del mafz siendo &sta tan deficiente nutricionalmen

te como antes del proceso.

Z)LUn cambio que resulta importante es la liberacién de vi
taminas que se encuentran formando parte de un complejo
que resulta diffcil de atacar por las enzimas digesti--
vas de monogistricos. De estas vitaminas las que princi

palmente aumentan su disponibilidad son tiamina, niaci-



na y riboflaviqgjcomo se observa en la Tabla I (1).

El aumento en la disponibilidad de la niacina trae como
consecuencia la aparente ausencia de pelagra en México
a diferencia de otros lugares como Egipto y Estados Uni

dos (1).

3)LFn cuanto al contenido de minerales, el mafz presenta
una cantidad importante de K, P, Mg, Ca y Na. Durante
la nixtamalizacibén hay un gran cambio en el contenido

de Ca., incrementdndose debido a la presencia de la cal.
J

TABLA I

CAMBIOS DE CONCENTRACION DE ALGUNOS NUTRIENTES EN EL

MAIZ AL CONVERTIRLO EN TORTILLA (1)

NUTRIENTE MAIZ CRUDO TORTILLA CAMBIO
Tiamina mcg/g 3.84 1.55 -59.6
Riboflavina meg/g 1.14 0.55 -51.8
Niacina mcg/g 20.00 13.54 -32.3

Calcio mg/g 4.00 198.00, +495.0
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4) Otros cambios que resultan de menor importancia nutricio
nalmente, pero de significancia para la manufactura de -
la tortilla son principalmente el desprendimiento del pe
ricapio asf como el cambio de la textura y consistencia

del grano.

Esto resulta como consecuencia del efecto conjunto tempe
‘ratura - cal que actda provocando una gelatinizacién par
cial del almidén. Asi se lleva a cabo una absorcién sig
nificativa de agua y suavidad del endospermo. Esto permi
te manejar con facilidad el grano-para obtener el nixta-

mal.

2.2. AFLATOXINAS

, Las aflatoxinas son conocidas como metabolitos secunda-
rios secretados bajo condiciones especificas de tempera-
tura, humedad y composicién del sustrato, por un gran nd

mero de géneros y especieg de hongosz

En 1960 mas de 100,000 pavos j6venes en granjas de aves
en el sur y este de Inglaterra murieron en el curso de -
pocos meses aparentemente de una nueva enfermedad llama-
da "Enfermedad X de pavos" (5). Pronto se encontr6 que -

esta enfermedad no ocurrfia solamente en pavos sino en pa



tos y faisanes j6venes. Estos eran afectados experimentan-
do alta mortalidad. Simultdneamente se recibieron reportes
de Kenia y Uganda de algunas pérdidas de patos por una en-

fermedad similar.

Paralelamente durante la primavera de 1960 en Estados Uni-
dos se descubri6 un brote de hepatoma en trucha en una reme
sa de un criadero comercial inspeccionada en la frontera -

del Estado de California.

No habia entonces relacifén entre los diferentes brotes, de
mostrdndose posteriormente que las aflatoxinas eran el co-

mGn denominador.

La "Enfermedad X de pavos" se caracterizb por pérdida de -
apetito, letargo y un debilitamiento en las alas. Las aves
afectadas murieron en espacio de una semana y a su muerte

asumieron posturas caracteristicas de la cabeza, cuello vy
piernas. El examen postmorten mostr6 hemorragia en el higa
do con lesiones necrbticas, con frecuencia de hinchazén én

el rifdén.

En estudios llevados a cabo en extractos cloroférmicos he-
chos a partir de agar czapek conteniendo un hongo aislado

de cacahuate (5), se encontr6 material fluorescente con un



Rf de 0.7 cuando se cromatografidé en papel, este material -
era t6xico a los patos produciendo sintomas caracteristicos

asociados con la enfermedad X de pavos. 'El hongo productor

de la toxina fue identificado como Aspergillus flavus, por

lo que de ahi se deriv6 el nombre de aflatoxinas (5), (6).

L}as aflatoxinas son un grupo de metabolitos altamente t&xi-
cos y carcinogénicos producidos por los hongos Aspergillus
flavus y A. parasiticus principalmente, asf como algunos -
otros relacionados con el deterioro de productos agricolas.
El crecimiento de estos hongos depende principalmente de la
naturaleza del sustrato y de las condiciones ambientales (7)
Se ha encontrédo que bajo almacenaje la temperatura debe
ser menor de 25°C ya que el éptimo para la produccién de
aflatoxinas es de 30 a 38°C..La humedad en ninguno de 1los

casos debe de ser mayor de 16%._]

{ De los metabolitos designados como aflatoxinas, las princi-
pales son la Bl' By, G1 y G2 y pueden estar presente o no
en los productos infectados con é.‘flavusJ(B). Sin embargo,

la presencia del microorganismo, hace potencialmente peli-

groso el producto.

La aflatoxina que normalmente se halla presente en mayor -
—

concentracidn en productos infectados, es la B, (8), la cual
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es carcinogénica, mutagénica y teratogénica, ésto es la --
produccién de anomalfas y monstruosidades en el organismo.J
Debido a estas propiedades es considerado de gran importan

cia en salud piblica y animal (6).

Se ha encontrado que las lesiones morfolégicas y bioquimi-
cas causadas por las aflatoxinas en animales ocurre casi -
siempre en células hepdticas. La interaccién mutagénica de
las aflatoxinas con el DNA es el evento inicial y critico
de esta accidén donde estas toxinas interfieren en la trans
éripci6n, causando una sintesis deteriorada del DNA y como

consecuencia se ve afectada la sintesis del RNA (GL)

FIGURA |
ENLACE DE AFLATOXINA Y DNA

*

o

o O
DNA N
|
} |
=
OCH3 OCH3
P4

! COMPLEJO AFLATOXINA
BASE NITROGENADA

AFLATOXINA B

Se ha comprobado que esta reaccibén se lleva a cabo por for-
macién de un enlace covalente de la aflatoxina B1 con los -

&cidos nucléicos, &sto ha sido considerado el mecanismo ini
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cial para producir los efectos téxicos y carcinogénicos (9).
Una incubacién in vitro de aflatoxina B1 con extractos de
hfgado de rata, da como resultado el enlace de la micotixi
na con los &cidos nucléicos, a niveles de 1 residuo de -

aflatoxina por cada 30 nucleotidos (10).

2.3. BIOSINTESIS DE AFLATOXINAS

Varios investigadores han reportado que\la produccién de -
afla?oxinas, ademds de las condiciones ambientales, estd -
determinada por el origen y la concentracién de la fuente
de carbono disponibl%J(ll). Asi se observé que\sacarosa, -
glucosa y fructuosa permiten una gran produccién de aflato
xinas, mientras que lactosa, maltosa, xilosa, glicerol y -
glutamato soportan el crecimiento de hongos pero con una -
acumulacibén pobre de aflatoxina§j Por otro ladoLgl almidén,
manitol, sobitol y la galactosa, dan un buen crecimiento y
cantidades regulares de aflatoxinas., Por otro lado\}os &ci

dos grasos soportan crecimiento de hongos pero poca prodﬁé

cién de aflatoxinasj Estudios similares muestran queL}a -
proteina como fuente de carbono soporta buenos crecimien--
£os pero no hay produccién de aflatoxinas:JPor lo anterior
parece que la midxima produccién de aflatoxinas depende de

concentraciones definidas de carbohidratos especificos.
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Los Gltimos estudios sobre la biosfintesis de las aflatoxi-
nas producidas por los principales micrcorganismos, reve-

lan que la sintesis se lleva a cabo a partir de acetato (6).

Investigaciones realizadas demuestran que el acetato es el
contribuyente de carbono en la biosintesis de aflatoxinas
Bl' cuando se preparb &sta a partir de acetatos marcados
con carbono 14. Los &tomos de carbono individuales se mues

.

tran en la siquiente fiqura 2 (6).

FIGURA 2

OCH 3

ESTRUCTURA DE LA AFLATOXINA Bl Y LA DISTRIBUCION DE

LOS CARBONES EN LA MOLECULA

Se ha sugerido la secuencia de la biosfintesis como : aceta-

to, &cido norsolorinico, versicolorin A, Sterigmatosistina,

aflatoxina Bl'

En la Figura 3 se resumen todas las posibles evidencias de
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la biosintesis de aflatoxinas (6).

2.4. METODOS DE ANALISIS

\ Los métodos quimicos para determinar aflatoxinas en los pro
ductos agricolas, se basan corrientemente en la fluorescen
cia caracteristica de estos compuestos cuando se les some-
te a luz ultravioleta de onda larga (U.V.V. La mayoria de
los métodos que se han desarrollado dependen de la determi
nacién cuantitativa o semicuantitativa de la fluorescencia
que presentan los extractos del material objeto de la prue
ba. Los diversos métodos difieren en el disolvente emplea-

do para extraer la toxina de la muestra v en el método de

cuantificaciént)

Para detectar el material t6xico se han desarrollado dos -

tipos de pruebas : pruebas biolbgicas y pruebas quimicas.

2.4.1. PRUEBAS BIOLOGICAS

La prueba biolbégica consiste en administrar a patos de un
dia de edad un extracto concentrado del material dudoso. -
La concentracién de la toxina presente se determina por -
exanen del dafio causado al higado después de un peribédo de

7 dfas o a la muerte de los mismos. Esta prueba puede ser



ACIDO NORSOLORINICO

VERSICOLORIN A ACETATO VERSICONAL

ESTERIGMATOCISTINA AFLATOXINA 8,

FIGURA 2

Biosintesis de Aflatoxing B
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utilizada para estudios confirmativos, particularmente en
la condicién de dificultad analitica que sufren ciertos --
alimentos. En otras pruebas biol6gicas se examinan los -
efectos de extractos éel material dudoso en el desarrollo

fisiol6gico de ciertas especies de animales, como por ejem

plo larvas de Brachydonio rerio y en huevos de gallina fer

tilizados.

Estos ensayos son muy largos y costosos para un andlisis
rutinario lo que frecuentemente es necesario en programas
de control de calidad en el campo alimentario. En este ca-
so la opcibn que resulta mas adecuada son los métodos qui-

micos.

2.4.2. PRUEBAS QUIMICAS

De manera general las pruebas quimicas consisten de los si-

guientes procedimientos (5) :

I - Extraccién primaria de aflatoxinas.
A) Extracci6n exhaustiva.

B) Equilibrio de la extraccién.

II - Purificacién del extracto.

A) Métodos de separaciébn.
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B) Método cromatogrdfico.

III - Separaci6n e identificacién de aflatoxinas por croma-

tografia en capa fina.
IV - Medicién de aflatoxinas.
A) M&dici6n semicuantitativa.
1. Estimacibn visual.
B) Medici6n cuantitativa.
1. Fluorodensitométrica.
2. Espectrofotométrico.
V - Métodos confirmativos.
I.- EXTRACCION PRIMARIA DE AFLATOXINAS.
a) Extraccién exhaustiva.
Tiene como fin el desgrasar y remover pigmentos y algu-
nas macromoléculas constituyentes de la muestra. Esto se
hace generalmente con solventes orgdnicos, siendo los --

més comunes el metanol y el é&ter de petré6leo.

b) Equilibrio de la extraccién.
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*Consiste de una extraccibén mds selectiva de las aflato-
xinas en solventes donde presentan mayor solubilidad, -

en este caso el cloroformo es usado de manera comdn.

II.- PURIFICACION DE EXTRACTOS.

a) Métodos de separacién.

Se remueven interferencias como lipidos, carbohidratos
y pigmentos que pudieran haber quedado de la extracci6n

primaria. Se puede hacer con carbonato clGprico o con --

acetato de plomo.

b) Método cromatogrifico.

Eventualmente se aplica el extracto en una columna para
eliminar interferencias y separar a las aflatoxinas de
otros compuestos. Este paso no se efectfia en todos los

métodos.

III.- SEPARACION E IDENTIFICACION DE AFLATOXINAS POR CROMA

TOGRAFIA EN CAPA FINA..

La identificacién se basa fundamentalmente en la propiedad

fluorescente de las aflatoxinas bajo luz ultravioleta, cuan
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do son sometidas a un sistema eluyente para separarlas en
cromatografia en capa fina, dan diferentes valores de REf.
La cromatograffa en capa fina bidimensional se ha propues-

to para dar una mejor separacibén entre las aflatoxinas.

Para los métodos cromatogrdficos en capa fina se hace nece
saria la aplicaci6n de estandares puros, para evitar confu
sién con otros compuestos de la muestra o metabolitos de -

descomposici6n que presentan también fluorescencia.

IV.- MEDICION DE AFLATOXINAS.

a) Medicibn semicuantitativa.

1.- Estimacién visual. Hasta estudios recientes sobre la -
estimaci6n de aflatoxinas en cromatografia en capa fi-
na se ha confiado a una comparacién visual de la inten
sidad de la fluorescencia y es propiamente clasificado
como un método semicuantitativo. Para cdlculos inicia-
les de un extracto desconocido de aflatoxinas B; se ha
ce una serie de diluciones hasta extincién de la fluo-
rescencia sobre la cromatoplaca. Con estas diluciones
se hacen comparaciones con estandares de concentracién
conocida (5). En este método se clasifica a la muestra

segn su contenido de toxinas en 4 categorias. :
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T\\\

Muy alto mas de 1 ppm
Alto 0.25 a 1 ppm
Medio 0.05 a 0.25 ppm
Bajo menos de 0.05 ppm

Como es de esperarse, este método presenta un interva-
lo de error muy grande, de 30 a 50% cuando s6lo se tie
ne un estandar para comparar y de 15 a 25% cuando la -

muestra se interpola entre 2 estandares.

b) Medicibn cuantitativa.

1.- Fluorodensitométrico.

Esta medicién es mis sensible se lee directamente sobre
la placa de silica gel usando un registrador densitomé-
trico equipado para mediciones ‘de emisién fluorescentes.
La precisidn y exactitud obtenida con un medidor de es-

te tipo es marcadamente superior a la estimacibn visual.

Espectrofotométrica.

El primer esfuerzo para tener una precisién en los méto
dos cuantitativos es separar de la placa las bandas de
aflatoxinas B1 y B, con un Rf de 0.30 y 0.25 respectiva
mente con metanol. Al extracto obtenido se le determina

el contenido de aflatoxinas por absorcién espectrofoto-
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métrica a 363 nm.
V.- METODOS CONFORMATIVOS.

Se ha establecido la necesidad de llevar a cabo pruebas con
firmativas adicionales para distinguir sin problema entre -
las aflatoxinas y otros compuestos fluorescentes que puedan
estar presentes en el extracto cuando estas son identifica-

das por métodos cromatogrdficos (8).

Uno de los métodos confirmafivos mds usados se basa en la -
formacibén de derivados a partir de las aflatoxinas por me-
dio de reacciones especificas. De los derivados que s€ gue-
den formar estd el aducto de agua por medio del tratamiento
con 4cido f6rmico, &dcido triclorodcetico o &cido trifluoro-

acético (8).

Otro derivado es el acetato formado por reaccién con &cido

acético y cloruro de tionilo (8).

La adicién de agua al doble enlace terminal del anillo de -
furanode la aflatoxina Bl hace la conversién a la aflatoxi-
na BZa' La aflatoxina G1 es convertida de forma similar en

aflatoxina G2a (12), con un Rf menor al de la aflatoxina B1

y G1 respectivamente.
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Cabe hacer mencién que ademis de la formacién de derivados,
se aumenta la seguridad en la identificacién de las aflato
xinas en un extracto desconocido usando un estdndar inter-

no aplicado sobreﬁla alfcuota del extracto desconocido (5).

2.5. CLASIFICACION DE AFLATOXINAS

Entre las principales aflatoxinas se encuentran las aflato

Xinas : Bl’ B2, Gl' G2 BZa’ Ml, Mz, P, Q1 y aflatoxicol, -

cuyo nombre y férmula se indican en las figuras 4 y 5.

Las aflatoxinas B1 y Bz, son asi designadas ya que presen-
tan una fluorescencia azul intenso bajo luz ultravioleta, -
cuando se analizan en capa fina. La aflatoxina 32 tiene un

Rf un poco menor que la Bl‘ )

Las aflatoxinas han demostrado una actividad carcinogénica,
en muchas especies de animales que incluye roedores, prima
tes no humanos, aves y peces. El higado ha sido el ©&rgano

principalmente afectado.

La mayoria de la informacién reportada sobre los efectos -
carcinogénicos de las aflatoxinas han involucrado experi--
mentos en ratas (9). Con un nivel de solamente 1 ppm en --

una dieta dada a ratas, de la especie Wistar, da como re--
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sultado un tumor en el higado después de 21 semanas como se
muestra en la Tabla II. Una administraci6n diaria de aflato
xinas a monos causa dafio en el higado y finalmente la muer-
te. También se ha deméstrado in vitro que las c&lulas hepé-
ticas del hombre son destruidas de manera severa por las --

aflatoxinas B1 (13).

| Las aflatoxinas G1 Y G, difieren de la B, v B, respectiva--
mente’ por tener un anillo terminal de 6 miembros. La fluo-
rescencia es azul - verde, y son también carcinogénicas pe-

ro menos t6xicas que las del grupo B;}

L Las aflatoxinas B, y G, son derivados dihidro de las aflato
xinas B, y G, respectivamente, por lo que se encuentran en

menor cantidad. 7

Q}as aflatoxinas Ml y M, son productos del metabolismo de --
hongos y animales. Primero se descubrieron en leche de vaca
y de ahfi se les design6é M. La estructura de la aflatoxina -
M2 es igual a la aflatoxina M, excepto que el anillo furano

esté saturadoi)

*La intensidad de la fluorescencia de M1 y M2 es aproximada-
mente la misma que la B1 pero presenta mayor polaridad cuan

do es aplicada en cromatograffa en capa fina, lo que facili



HEPATOCARCINOGENICIDAD DE AFLATOXINA Bl

TABL

A II

PERIODO DE

ESPECTIE boszis PRATARTENTO OBSERVACION INCIDENCIA
Rata Fischer 1.0 ppm en dieta 34 semanas 52 semanas 3/ 6
Rata Fischer 1.0 ppm en dieta 41 - 64 semanas 41 - 64 semanas 18 / 21
Rata Fischer 55 ppm en dieta 71 - 97 semanas 71 - 97 semanas 20 / 25
Rata Porton 1.0 ppm en dieta 20 semanas 90 semanas 19 / 30
Rata Wiston 1.0 ppm en dieta 21 semanas 87 semanas 12 / 14
Rat6n Suizo 150 ppm en dieta 20 semanas 20 meses 0/ 60
Mono Rhesus (M) 1.655 g 5.5 afios 8 afos 1/71
Mono Rhesus (F) 1.655 g 5.5 afos 10.75 afios 1/71
Pato 30 ppb en dieta }4 meses 14 meses 8 / 11
Trucha Arcoiris 4 ppb en dieta 12 meses 12 meses 15 %
Salmén 12 ppb en dieta 20 meses 20 meses 50 %

- 6Z -
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ta la identificacién entre estas. aflatoxinas.

Las aflatoxinas M se han encontrado en leche de vaca cuan
do los animales han ingerido alimentos contaminados.con -
aflatoxinas del grupo B (14). La leche contaminada cuando
es ingerida por patos tiene efectos similares a los causa
dos por las aflatoxinas del grupo B (5). Estos metaboli
tos se han encontrado también en la orina de animales in

cluyendo el hombre (15).

Las aflatoxinas B2a y G2a son derivados que tienenun gru
po hidroxilo en la posici6én C-2 del anillo de furano y --
son hemicetales respectivamente de Bly Gl' como se obser-
va en las figuras 4 y 5. Cuando son aplicados a animales

de experimentacifn son virtualmente no t6xicos. Siendo de
60 a 100 veces mayor la dosis letal requerida en patos en
relacién a la aflatoxina Bl' La formacién de este deriva-
do puede constituir un proceso de destoxificacibén. Estas
se pueden formar durante el aislamiento de la B; con meta

nol o etanol en presencia de cloroformo (6).

La formacién de las aflatoxinas B2a Y G2a pueden ser usa-
das como una prueba confirmativa para la identificaciénde
aflatoxinas B1 Yy G1 formdndolas sobre la cromatoplaca con

&cido trifluoroacético, &cido f6érmico o &cido triclodceti
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co, el valor de Rf de este derivado resulta menor al de la

aflatoxina original.

El aflatoxicol es un derivado formado por varios hongos, -
oor reduccibn enzimdtica del grupo funcional carbonil del
anillo de la ciclopentanona de la aflatoxina B, por medio
de una enzima citoplasmdtica NADPH dependiente. Es un meta
bolito importante porque en especies animales, incluyendo

al hombre, se forma por reducci§n enzimitica y estasmismas
enzimas hacen reversible la reaccién para formar aflatoxi-
na By. De aquf que puede actuar como reservorio para la --

formacién de aflatoxinas B1 (6).

Aflatoxina B, Afiatoxicol

FIGURA 6
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2.6. INACTIVACION'DE'AFLATO*INAS

Algunos métodos han sido utilizados para la inactivacién -
de aflatoxinas en productos agricolas basdndose en la ex--

tructura de las aflatoxinas.

El mecanismo de reaccibén de la inactivacién no se ha esta-

blecido y s6lo se pueden hacer postulados.
2.6.1. ACIDOS

La habilidad de los &cidos fuertes en soluciones acuosas -
para destruir la actividad biol6gica de las aflatoxinas B,
y G1 es debido a la adicién catalitica de égua al doble eé
lace terminal en el anillo de la lactona. Los hemicetales
formados por la adicibén de agua son las aflatoxinas B2a

Yy G2a (15).

Y

FIGURA 7

T 2 9

v

HO
OCH3 OCH

AFLATOXINA B AFLATOXINA By,
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Otros grupos como el metil eter y los grupos eter furano -
pueden también ser wvulnerables a &cidos fuertes como el --

clorhidrico.

Después de un calentamiento a 100°C por 10 minutos a pH de
1, un 95% de aflatoxina B1 es convertida en aflatoxina B2a,
mientras que a Ph de 3 y la misma temperatura fueron nece-
sarias 7 horas para tener la misma conversi§n (16) . Por 1lo

tanto una alta concentracién de &cidos minerales y tempera

turas elevadas son requeridas para obtener aflatoxina B2a

(17).

Cabe indicar, sin embargo, que este procedimiento no resul
ta prdctico para la inactivacién de grandes cantidades de
productos agricolas, ya que se necesitan condiciones muy -
drdsticas para la conversién de aflatoxinas B1 y Gl' ade-
md&s de que cuando estdn presentes las aflatoxinas B2 y G2,
éstas no se ven afectadas de manera importante por este --

tratamiento.

En un intento por encontrar un mecanismo de inactivaci6én -
apropiado para grandes vol@menes de granos, se procedi6 a
evaluar los cambios cuantitativos de las aflatoxinas por -
medio de las fermentaciones l&cticas. Sin embargo, el &ci-

do producido durante el ensilado del mafz no inactivo la -
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aflatoxina B,, la cantidad de acidez obtenida en la fermen
tacién ldctica del mafz fue insuficiente para la inactiva-

cién (18).
2.6.2. BASES

Se ha demostrado que el uso de bases orgdnicas e inorg&ni-
cas permiten una eficiente destruccifn o arrastre de afla-
toxinas en grandes cantidades de productos agrfcolas conta

minados (5).

En el tratamiento de harina de cacahuate con una humedad -
de 30% con metilenamina al 1.25% el contenido total de - -
aflatoxinas se reduce a 5 ug/kg cuando la ﬁarina es calen-
tada a 100°C por 90 minutos. Sin embargo, se encontr6 gque
la lisina disponible era baja y el valor del PER (relacién
de eficiencia de la proteina) era reducido en las harinas

tratadas (19).

El amoniaco como agente inactivador a elevada temperatura
y presi6én di6 una reduccién de cerca del 95 - 98% de afla-
toxinas en harina de cacahuate. Estos niveles de reduccibn
indican casi la completa destrucci@n de B1 y G1 o valores

de menos de 5 ug/kg (19, 20).
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Una harina de cacahuate con 68 ug/kg de B1 y 113 ug/kg de
aflatoxina totaly 22% de humedad fue cocida con hidroxido
de sodio al 2%, la aflatoxina B1 se redujo y se observé --
una ‘reduccién a 11 ug/kg y a 18 ug/kg de aflatoxina total.
Cuando se coci6 con hidroxido de sodio al 2% y con 30% de
humedad, solamente quedaron trazas de Bl’ la 32 no fue de-

tectable y de G; se detects 4 ug/kg.

——»2.6.3. AGENTES OXIDANTES

Hay varios sistemas de 6xido-reduccién que destruyen la ac
tividad toxicol8gica de las aflatoxinas B1 y G1 pero no de
B2 y G2 (20) . De los sistemas oxidantes que destruyen to--
das las aflatoxinas solamente el per6xido de hidr6geno ha
mostrado inactivarlas en los alimentos, el cambio en el va

lor del PER es minimo (5, 21).

Calentando la harina de cacahuate y de algod@n que contie-
nen 22% de humedad por 2 horas a 100°C en presencia de - -
aire y oxfigeno, se redujo el nivel de aflatoxinas en un 67
- 76%. En condiciones similares aire ozonizado destruyd --
completamente las aflatoxinas B; ¥ G; en una hora. Este --
tratamiento tuvo el inconveniente de que no redujo el ni-
vel de aflatoxina B, ¥ redujo la cantidad de lisina dispo-

nible asi como el valor del PER (19).
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Embudo de cola corta.

Papel filtro de poro cerrado.

Rotavapor BUCHI No. 113048.

Cromatoplaca de 20 x 20 cm, con silica gel GF 254.

—

Microjeringa de 10 ul para cromatografia en capa fina.

Hamilton Co. No. 701.

Cémara de desarrollo 22 x 23 x 8 cm. Camag.

Lampara de luz ultravioleta de onda lardga marca Blak

Ray, San Gabriel Calif.

3.2.2. REACTIVOS

a)

b)

c)

L[]
Solventes extractor, metanol - agua (60 / 40, v/v, reac

tivo analitico, agua desionizada. J.T. Baker.

Solucibn saturada de cloruro de sodio. Quimica J V C.

Hexano, reactivo analitico, Té&cnica Quimica, S.A.



d)

e)

£)

g)

h)

i)
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Cloroformo, reactivo analftico. J. T. Baker.

Sulfato de sodio anhidro. J.T. Baker.

Carbo?ato clprico. Mallinkrodt.

Disolvente, benceno - acetonitrilo (98/2, v/v) reactivo

analitico. J.T. Baker.

Estandares de aflatoxinas Bl' Bz, G1 y Gz. Supelco Inc.
1 ug/ml By, Gy 0.3 ug/ml B,y Gy Solvente benceno /

acetonitrilo (98/2, v/v).

Sistema desarrollador, tolueno / acetato de etilo / ace
tona (3/2/1, v/v/v), reactivo analitico. Técnica Quimi-

ca / J.T. Baker / Monterrey.

3.2.3. PROCEDIMIENTOS

El procedimiento usado en la extraccibén, purificacibn e --

identificacién se muestra en el Cuadro II.



- 38 -

CUADRO II

PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION, PURIFICACION E IDENTIFICACION

Moler 50 g de mafz con metanol - agua

FilFrar
Colectar 125 ml Descartar el
del extracto residuo

Agitar en un embudo
de separacién con so-
lucién de NaCl hexano

Agitar la so{ucién Desgértar
salina con cloroformo el hexano
[ ! |
Agitar la fraccibn cloro Descartar la so
roférmica cqn CuCO3 lucibn acuosa

Filtrar a través de papel fil

tro conteniendo 5 g de Nazsoz

Lavar el CuCO3 con cloroformo

Evaporar el cloroformo
hasta sequedad

Redisolver el residuo con
benceno-acetonitrilo

Aplicar en la cromatoplaca
el problema y el estandar

Desarrollar la placa en tolueno/
acetato de etilo/acetona

Observar la cromatoplaca bajo
luz ultravioleta
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Moler en licuadora 50 g de la muestra durante 3 minutos --
con 250 ml de metanol / agua. Filtrar el extracto a través
de papel filtro de poro ancho, con ayuda de vacio, colec--

tar 125 mi del filtrado. Transferir a un embudo de separa-

cién de 250 ml, afiadir 30 ml de solucibn saturada de cloru
ro de sodio y 50 ml de heiano, agitar un minuto, dejar re-
posar.]Transferir la fase acuosa a un segundo embudo de ‘se
paraciﬁn con 50 ml de cloroformo, agitar y dejar reposar.

Transferir el cloroformo a un matraz Erlen/meyer de 125 ml
que contenga 5 g de carbonato cliprico hasta que se mezcle
bien; -dejar asentar el carbonato clprico y decantar el clo
roformo a través de un papel filtro de poro cerrado conte-
niendo 5 g de sulfato de sodio anhidro. Lavar el carbonato
clprico con 25 ml de cloroformo y filtrar a través del --
sulfato de sodio. Evaporar el cloroformo en rotavapor sin

calor hasta cerca de sequedad bajo corriente de nitrSgeno.

Activar la cromatoplaca de silica-gel 1 hr. a 80°C en estu

fa.

Afadir 500 ul de benceno-acetonitrilo a la muestra y agitar
vigorosamente hasta disolver el residuo. Aplicar 10 ul del
extracto en la cromatoplaca y en la misma aplicar 10 ul del

estandar de aflatoxinas.
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a) Espectrofotometro PYE UNICAM sp 30 U.V.

3.4.2. REACTIVOS

a) Benceno-acetonitrilo (98/2, v/v) R.A. J.T. Baker.

3.4.3. MATERIAL BIOLOGICO

a) Extractos “secos obtenidos en 3.2.

3.4.4. PROCEDIMIENTO

Una vez identificada por cromatografia la presencia de - -
aflatoxinas en el mafiz inoculado se procedi6 a su cuantifi

cacién.

Inicialmente se intent6 la cuantificacién por raspado. de -
la cromatoplaca utilizada en la identificacifn. Se extraje
ron las aflatoxinas con bencenc/acetonitrilo. Se midié su

absorbancia a 350 nm, sin embargo, no fué posible detectar

las aflatoxinas debido a su baja concentracién (23).

Debido a las dificultades presentadas, se procedif a cuan-
1
tificar el contenido de aflatoxinas por el método reporta-

do en el AOAC (27), el cual consiste en la medicién direc-
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ta del extracto de benceno / acetonitrilo obtenido en el
paso previo a la cromatografia, en el espectrofotémetro a
350 nm utilizando como blanco benceno / acetonitrilo. Se -

buscéd la dilucibdn adecuada.

La concentracién de aflatoxina se determind de acuerdo a

la siguiente f6rmula :

(A x PM' x 1000 x factor de correc¢ciébn)
ug aflatoxina / ml =

E
donde :
A : absorbancia del problema 350 nm.

P.M : 312 (la concentracién total de aflatoxinas se repor-

ta como aflatoxina Bl)
E : Extincién 19,800
Factor de correccidén (23) : 1

El factor de correccibn se obtiene al calibrar el espectro
fot6metro de la siguiente manera : determinar la absorban-
cia de 3 soluciones de X,Cr,07 (0.4, 0.2y 0.1 mM) en - -

HZSO4 0.016N a una longitud de onda de 350 nm, usando como
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blanco HZSO4 0.016N. Calcular el coeficiente de extincién

(e) para cada concentracién ;

A x 1000

concetracién en mM,

obtener el promedio de los 3 valores e para determinar -

el factor de correccibn :

3160

[0]]

0,.

donde : 3160 es el valor de E para el K2Cr2 7

3.5. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS DURANTE

EL PROCESO DE NIXTAMALIZACION Y ELABORACION DE TORTI-

LLAS

3.5.1. EQUIPO

a) El mismo usado en 3.2.1. y en 3.4.1.

b) Prensa manual y casera para hacer tortillas.

c) Comal.
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d) Estufa de gas Across.

e) Termobalanza OHAUS Modelo 6010.

3.5.2. REACTIVOS

a) Los mismos que en 3.2.2.

b) Hidréxido de calcio

3.5.3. MATERIAL BIOLOGICO

a) Maiz contaminado con aflatoxinas en 3.3.
3.5.4. PROCEDIMIENTO

Se tom6 una muestra de 300 g del mafz contaminado con afla
toxinas y se homogeniz6. Posteriormente se muestreo y se -
tomaron 50 g de la muestra para determinar los niveles ini
ciales de aflatoxinas. A 10 g del mismo lote se le determi
né la humedad. Se procedif a nixtamalizar los 240 g restan

tes como se muestra en el cuadro.
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PUNTOS DE MUESTREQ .DURANTE EL .PROCESO

Mafz entero*

Agua 3 : 1
Cal 1%
94 °C
30 minutos

Maiz cocido*

Nejayote sin reposo**

Reposo del mafz cocido

14 horas

Decantaci6n del sobrenadante — Nejayote con reposo***

Mafz cocido

Lavado del mafiz Agua de lavado

Con agua 2
Veces 3 :. 1

Nixtamal

Molienda del nixtamal

Masa
Coccibn

Tortilla*

* Se determinaron los niveles de aflatoxinas segin el mé-
todo 3.4., tomendo 50 g del material correspondiente en
cada paso y 10 g para determinar la humedad de la misma.

** Se tom6 una muestra proporcional a la cantidad de maiz
tomada para la determinaci6n de aflatoxinas correspon--
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diente al mafz cocido. De esta muestra se tom6 una ali--
cuota de 150 ml y se efectud la determinacién de aflato-
xinas segn el procedimiento 3.4.4. modificando el sol--
vente extractor, el cual se sustituyé la parte acuosa --
por la parte alficuota de la muestra.

*** Se combin® el nejayote y el agua de lavado, se mezclaron,
se tomaron 150 ml y se procedi6 a la determinacién de --
aflatoxinas de acuerdo al procedimiento 3.4.4. modifican
do el solvente extractor como se hizo en la determina- --
cién de nejayote sin reposo.

3.6. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN TORTILLA DIGERIDA IN

VITRO
3.6.1. EQUIPO
a) El mismo usado en 3.2.1. y en 3.4.1.
b) Agitador con incubador ambiental G 24 New Brunswick Sci.
Co.
c) Material de vidrio.

3.6.2. REACTIVOS

z2) Pepsina Sigma (actividad 1 : 10,000}

L} BRC1 0.075 N. J.T. Baker.

3.6.3.MATERIAL BIOiOGiéO

a) Tortilla elaborada segfin el punto 3.5.
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O

3.6.4. PROCEDIMIENTO

Se pes6 1 g de la muestra y se coloc6 en un vaso, se ana--
di6 150 ml de solucién de pepsina - HCL 2% recientemente -
preparada y precalentada a 42 - 45 °C. Se tap6 el vaso y -
se colocb en agitacibén continua durante 16 horas a una tem

peratura de 45 °C + 1 °C.

3.7. PRUEBAS CONFIRMATIVAS

3.7.1. EQUIPO

a) Cromatoplaca de 20 x 20 cm., con silica gel G F 254.

b) Plantilla de aplicacién. CAMAG. IEA No.-2732 B 28.
Spotting guide.

c) Microjeringa de 10 ul. Hamilton Co., No. 701.

d) Cdmara de desarrollo 22 x 23 x 8 cm.

e) L&mpara de luz ultravioleta, Blak - Ray, San Gabriel,
Col.

f) Estufa a 35 - 40 °C. Marca Felisa.

3.7.2. REACTIVOS

a) Estandares de aflatoxinas Bl' B2' Gl’ G2. Supelco Inc.

b) Acido tricloroacético al 10% (TCA). R.A. J.T. Baker.
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c) Solvente revelador, tolueno / acetato de etilo / aceto-
na (3/2/1, v/v/v). Técnica Quimica / J.T. Baker / Monte

rrey.

3.7.3. MATERIAL BIOLOGICO

a) Extractos en benceno / acetonitrilo obtenidos en 3.5.,
mismos que fueron utilizados para la cuantificacién e -
identificacién de aflatoxinas.

3.7.4. PROCEDIMIENTO

3.7.4.1. FORMACION DE DERIVADOS

Se dividi6 la placa en 2 partes. En la primera parte se a-
plicaron los extractos problemas y el estandar directamen-
te sobre las aplicaciones adicionaron 5 ul de TCA. Se dejé
reaccionar 5 minutos y se calent§ la placa durante 10 minu
tos a 35 - 40 °C. En la segunda parte de la placa se apli-
caron de nuevo los mismos extractos y el estandar. La pla-
ca se desarrollo en tolueno / acetato de etilo / acetona.

La observacibn se realiz§ bajo luz ultravioleta de onda --

larga (12).

3.7.4.2. ESTANDAR INTERNO
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Esta técnica consisti6 en aplicar 10 ul del extracto pro-
blema sobre la placa y sobre este punto se aplicaron 10 ul
del estandar. También se aplicaron sobre la misma placa el
extracto problema y el estandar de manera independiente. -
La placa se desarrollo en el sistema tolueno /acetato de -
etilo / acetona. Finalmente se observ6 la placa bajo luz -

ultravioleta.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en la
identificacién y cuantificacién de aflatoxinas, asf como =~

la discusién.

4.1. IDENTIFICACION DE AFLATOXINAS DURANTE EL PROCESC DE -

LA NIXTAMALIZACION.

La identificacién de aflatoxinas se llevé a cabo por andli
sis cromatogrédfico en capa fina con ayuda de estandares de
las 4 aflatoxinas principales, Bl' BZ' G1 y G2' La identi-
ficacién se realizb por simple comparacién como se ve en -
la Figura 8.

FIGURA 8

Identificacibén por comparacién de aflatoxinas
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Donde :

1.- M.I. Ma§? inicial.

2.- Nx C/R Nixtamal con reposo.

3.- Nj C/R Nejayote con reposo.

4.- St. Estandar de aflatoxinas, Bl’ BZ' Gl' G2
con Rf o0.45, 0.40, 0.35, 0.30 respecti-
vamente.

5.- Nx S/R Nixtamal sin reposo.

6.- Nj S/R Nejayote sin reposo.

7.-T Tortilla

Al analizar los resultados de la Figura 8 correspondientes
al extracto de la tortilla se pueden observar una serie de
manchas fluorescentes que interfieren de manera significa-
tiva en la determinacifén visual. Estos compuestos probable
mente son producto de obscurecimiento de tipo no enzimdti-
co de las reacciones que se llevan a cabo durante la coc--

cién de la tortilla.
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La cuantificacifén se llev6 a cabo por el método espectrofo
tométrico antes mencionado, el resultado se expres$ como -
aflatoxinas Bl' ya que es la que se encuentra en mayor can
tidad. Cabe senalar que las longitudes de onda entre las -
aflatoxinas son muy cercanas, haciendo diffcil la cuantifi

cacién espectrofotométrica por separado.

Para conocer, la cantidalde aflatoxinas en el mafz inicial
efectuaron varias determinaciones, encontrindose en valor
promedio de 3.72 ppm. La variabilidad en la cantidad ini--
cial fue debida a que el crecimiento del Aspergillus fla--
vus no fue homogeneo en el maiz, y esto provocé gue la can
tidad de aflatoxina presente no fuera constante en todo el
cereal (8).

En la Tabla III se expresan los resultados de las determina
ciones efectuadas en el mafz inicial, en la cual se puede

observar la dispersién en cuanto al contenido inicial de -

aflatoxinas.



3.85
4.69
3.37
3.16
4.16
4.61
4.52
2.89
2.97

2.93

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

ppm

Promedio 3.72

Deviacién estandar 0.74

TABLA III

Contenido de aflatoxinas en el maiz

ppm

original
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4.3. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN EL NIXTAMAL Y NEJAYO-

TE.

Resultados correspondientes al contenido de aflatoxinas en
el nixtamal y en el nejayote inmediatamente después de 1la

coccién por 30 minutos con 1% de cal; es decir sin reposo.

MAIZ
INICIAL NIXTAMAL NEJAYOTE DESTRUCCION

PPM  ppm % ppm $ ppm %

4.36 2.13 48.85 1.45 33.26 0.78 17.89
4.88 2,77 56.76 1.44 29.51 0.67 13.73
4.34 2.17 50.00 1.61 37.10 0.56 12.90
3.56 1.61 45.22 1.37 38.48- 0.58 16.29
3.09 1.48 47.90 1.14- 36.89 0.47 15.21
4.18 2.18 52.15 0.99 23.68 1.01 24.16
4.10 1,91 46.59 1.29 31.46 0.90 21.95
4.22 2.60 61.61 .1.08 25.59 0154 12.80

Promedio 4.09 2.11 51.14 1.30 32.00 0.69 16.87

Desviacidn 0.54 0.44 5.54 0.21 5.48 0.19 4.23
estandar

TABLA Iv

Contenido de aflatoxinas en nixtamal y nejayote.
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Al analizar los resultados anteriores se observa que :

1.~ El nixtamal después de lavado conserv6 51.1% de aflato-

Xinas.

2.- Se detectaron 32% de aflatoxinas en el nejayote y agua

de lavado, es decir que fueron arrastradas del mafz du
3

rante la operacién de lavado.

&
3.~ El 16.87% restante no fue detectable por las técnicas -
analiticas empleadas por lo que se consideraron des- -
+

truidas por el tratamiento té&rmico - alcalino.

4.4, CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN EL NIXTAMAL CON 14 -

HORAS DE REPOSQ.

Al determinar la cantidad de aflatoxinas en el nixtamal y -

y en el nejayote con 14 horas de reposo se obtuvieron los -

resultados expresados en la Tabla V.
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I%%%%AL NIXTAMAL NEJAYOTE DESTRUCCION
ppm ppm % ppm % ppm 3
2.93 1.14 38.91 1.54 52.56 0.25 8.53
3.02 1.33 44.04 1.45 38.01 0.24 7.95
4.36 2.15 49.31 1.41 32.34 0.80 18.35
4.88 2.42 49.59 1.77 -36.27 0.69 14.14
4.34 2.12 48.85 1.53 35.25 0.69 15.90
3.56 1.65 46.35 1.27 35.67 0.64 17.98
3.09 1.38 44.66 1.18 38.19 0.53 17.15
4.92 2.34 47.56 1.74 35.37 0.84 17.07
4.78 2.70 56.49 1.42 29.71 0.66 13.81
3.26 1.62 49.69 1.10 33.74 0.54 16.56
4.18 2.06 49.28 1.10 26.32 1.02 24.40
4.10 1.91 46.59 1.02 24.88 1.17 28.54
3.88 2.18 56.19 0.94 24.23 0.76 19.59
3.65 1.94 53.15 0.92 25.21 0.79 21.61
4.22 2.22 51.61 1.03 24.41 0.97 22.94
Promedio 3.94 1.94 48.88 1.29 33.48 0.71 17.63
Desviacién 0.67 0.44 4.62 0.28 8.42  0.26 5.46
estandar
TABLA V

Contenido de aflatoxinas

en nixtamal y nejayote con

reposo
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Con los resultados de.la Tabla V se puede observar que :

1.~ El nixtamal conservé 48.8% de aflatoxinas despu€s de
haber sido sometido al proceso térmico-alcalino y 14

horas de reposo a pH 11.

2.- En el nejayote y agua de lavado se detectaron 33.5% -
de aflatoxinas que fueron arrastradas del mafz duran-

te el lavado.

3.- El resto de las aflatoxinas 17.64% no fueron detecta-~

das por lo que se consideran destruidas.

4.5. CAMBIOS DURANTE EL REPOSO

Al hacer el andlisis de resultados de las Tablas IVy V,
podemos observar que no hay diferencia entre los resulta-
dos obtenidos en el nixtamal y nejayote antes y después -

de la operacién de reposo.

Asimismo se puede decir que la destruccién de las aflato-
xinas se llevd a cabo durante el tratamiento té&rmico-alca
lino con 1% de cal por 30 minutos, ya que la destruccién

durante el reposo demostr§ ser minima. Datos similares --

fueron obtenidos por Rosiles (28) en estudics llevados a -
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cabo en granos contaminados tratados con diferentes con--
centraciones de alcali, reportando que no hubo diferencia
en la concentracién de aflatoxinas, a diferentes porcenta
jes de alcali, y donde la destruccién se llevd a cabo du-

rante el calentamiento.

La pérdida principal, como se pudo observar en los resul-
dos, fue debida al desprendimiento del pericarpio del - -
mafz durante la operacién de coccifn, ya que en esa estruc
tura del cereal se acumula la mayor cantidad de aflatoxi-
nas. Esto trae como consecuencia que la mayor proporcién

de esta pérdida sea encontrada en el nejayote y agua de --

lavado.

En la figura 8, se puede ver claramente que la intensidad
del extracto de. nixtamal con reposo es similar a la inten
sidad del extracto de nixtamal sin reposo y ambos son ma-

yores a las intensidades de los dos extractos de nejayote.

Para conocer si estadisticamente habfa diferencia signifi
cativa entre la cantidad de aflatoxinas en el nixtamal --
con reposo (C/R) y el nixtamal sin reposo (S/R) y entre -
el nejayote C/R, y el nejayote S/R se hizo un anélisis de
varianza que se presenta en la Tabla VI, donde se compa--

ran las muestras (M) y los tramientos (T).
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El andlisis de varianza se llev6 a cabo de acuerdo a la -

siguiente forma (29) :

1.- Factor de correcci6bn, FC

(total) 2

FC =

No. de resultados

2.- Suma del cuadrado de los tratamientos, SCT

suma del cuadrado del total para cada
tratamiento

SCT = - FC
No. de resultados para cada tratamiento

3.- Suma del cuadrado de las muestras, SCM

Suma del cuadrado del total por cada
muestra

sCM = - FC
No. de resultados para cada tratamiento

4.- Suma total del cuadrado, STC

STC = Suma de los cuadrados para cada resultado - FC

5.~ Grados de libertad GL.

a) Para los tratamientos es el nGmero de tratamientos menos
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uno.
b) Para las muestras es el nGmero de muestras menos uno.

c) El grado de libertad total es el ntmero de resultados

menos uno.

6.~ Error; para determinar el error de los GL se restan -
los valores obtenidos al total. Para determinar el
error del SC se restan los valores obtenidos para las

otras variables del total.

7.~ E1l cuadrado significativo para cada variable; CM.
Se determina dividiéndose el SC de cada uno de su res

pectivo grado de libertad.

8.- El1 radio de variaci6n F o F para cada muestra.
Se determina dividiéndose el CM de cada tratamiento -
entre el CM error. E1 F para las muestras se determi-

na dividiendo su CM entre el CM error.

Para determinar si hay diferencia entre las muestras y en
tre los tratamientos y si é&sta es significativa, el valor
calculado de F se compara en tablas, con diferentes gra--
dos de confiabilidad.

Si la F calculada es menor a la F de tablas no hay diferen
cia significativa, por el contrario la F calculada es ma--
yor a la de la tabla, si hay diferencia estadisticamente -
significativa (29).
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‘MAIZ INICIAL

NIXTAMAL C/R

NIXTAMAL S/R

ppm ppm % ppm %

4.36 2.15  49.31 2.13  48.85
4.88 2.42  49.59 2.77  56.76
4.34 2.12  48.85 2.17  50.00
3.56 1.62  45.51 1.6¢  45.22
3.09 1.38  44.66 1.48  47.90
4.18 2.06  49.28 2.18  52.15
4.10 1.91  46.59 1.91  46.59
4.22 2.22  52.61 2.60  61.61

39549.28; SCT : 32.15; SCM :

Fc : 217.26; STC : 293.64
GL sC CM Ft5% D Ftls D
T 1 32.5 32.15 5.09 5.59 NO 12.25 NO
M 7 217.26 31.04 4.91 3.79 SI 20.00 NO
ERROR 7 44.23 6.32
TOTAL 15 293.64
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MAIZ INICIAL

NEJAYOTE C/R

NEJAYOTE S/R

ppm ppm % PpPm %

4.36 1.41 32.10 1.45 33.26

4.88 1.77 36.27 1.44 29.51

4.34 1.53 35.25 1.61 37.10

3.56 1.27 35.67 1.37 38.48

3.09 1.18 38.19 1.14 36.89

4.18 1.10 26.32 0.99 23.68

4.10 1.02 24.88 1.30 31.46

4.22 1.03 24.41 1.08 25.59
Fc : 16196 38; SCT : 0.52; sCM 375.97; STC : 430.93

GL SsC CM Ft5% D Ftl% D
T 1 0.52 0.52 0.07 5.59 NO 12.25 NO
M 7 375.07 53.58 6.78 3.79 sSI 7.00 NO
ERROR 7 55.34 7.91
TOTAL 15 430.93
TABLA VI

Andlisis de varianza
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El andlisis de varianza se hizo al 1 y al 5% de confiabi-

lidad donde se puede observar que :

1)

2)

3)

4)

Al 1% de confiabilidad no hubo diferencia significati-

va entre las muestras ni entre los tramientos.

Al 5% de confiabilidad hay diferencia significativa --
tanto en las muestras de nixtamal como en las muestras
de nejayote, con lo que se confirma lo que se habfa di
cho con respecto a la falta de homogeneidad en cuanto

al contenido de micotoxinas en el maiz.

En el andlisis con respecto a los tratamiento no se en
contrd diferencia significativa entre el nixtamal con
reposo y el nixtamal sin reposo y tampoco hay diferen-
cia entre el nejayote con reposo y el nejayote sin re-
poso, con lo que se confirma lo que se habfa dicho an-
teriormente de que la destruccibén se lleva a cabo duran
te la coccibén del mafz en el proceso de la nixtamaliza

cién.

Cabe sefialar, ademds que el reposo en condiciones alca-

linas tiene un efecto minimo sobre las aflatoxinas.

4.6. CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN LA TORTILLA
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Al efectuar la cuantificaci6n de aflatoxinas en la torti-
lla elaborada a partir del nixtamal con reposo se obtuvie

ron los siguientes resultados :

MAIZ . i
—_— DESTR ION
INTeTaL  NEXTAMAL TORTILLA UCCIO
ppm ppm % ppm % ppm %

4.92 2.34 47.56 1.91 38.82 0.43 8.74
4.78 2.70 56.49 1.72 35.98 0.98 20.50
3.26 1.60 49.08 1.25 38.34 0.35 10.74
4.18 2.06 49.28 1.57 37.56 0.49 11.72
3.88 2.18 56.19 1.51 38.92 ’0.67 17.27
3.65 1.94 53.15 1.51 41.37 0.43 11.78

4.22 2.22 52.61 1.41 33.41 0.81 19.19

Pramedio 4.13 2.15 52.05 1.55 37.77 0.59 14.28

Desviacién 0.59 0.34 3.54 0.21 2.52 0.23 4.61
estandar

TABLA VII

Contenido de aflatoxina en tortilla
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.

De los resultados de la Tabla VI se puede observar que :

1) La tortilla elaborada con nixtamal con un contenido de

aflatoxinas de 52.05% con respecto al mafz inicial con

serva 37.77% de aflatoxinas.

2) De estos se puede afirmar que durante la coccién hubo

una pérdida de 14.28%.

3) Sin embargo, la pérdida total fue de 62.23% de aflato-

xinas con respecto al mafz inicial.

El resultado anterior indica que lo que afecté en mayor -
medida a las aflatoxinas fue el calentamiento, ya que du-
rante el tratamiento t&rmico inicial del grano y en la --

coccibn de la tortilla el contenido de aflatoxinas se vié

disminuido.

4.7, CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN TORTILLA DIGERIDA -

IN VITRO

Ulloa - Sosa (ID report6 que el tratamiento alcalino dis-
minuye la intensidad de la fluorescencia de la aflatoxina
B, Y consecuentemente la concentraci6n en el mafiz pero --

propone que este efecto puede ser reversible cuando se --



Donde

1)

2)

3)

4)

CUADRO IV
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Mafiz inicial con 100% de aflatoxinas
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Nixtamal sin reposo con 51% de aflatoxinas
Nejayote sin reposo
Destrucci6n de aflatoxinas 17%

Nixtamal con reposo con 48% de aflatoxinas
Nejayote con reposo
Destruccibén 19% de aflatoxinas

Tortilla con 37% de aflatoxinas
Destruccibén de aflatoxinas 63%
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trata el material con'écido. Sobre esta base, se efectu§
una digestién, segfin el método del A.O0.A.C. (27). Para
digestibilidad de profeinas "in vitro" se someti6 a la
tortilla a pH dcido con enzimas tratando de simular las

condiciones que se dan en el aparato digestivo del huma-

no.

Los resultados obtenidos en esta parte no fueron satis--
factorios, debido a-que al efectuar la cuantificacién es
pectrofotométrica a 350 nm lo; valores obtenidos fueron

de magnitudes muy grandes, &sto seguramente fué efecto -
de la pepsina y las proteinas hidrolizadas, ya que estos
compuestos absorben en la regién cercana a 360 nm en el-

espectro.

Cabe sefialar, que este efecto no se pudo evitar, aGn con

las mejoras y cuidados en la etapa de extraccién.

Estos resultados se pueden observar en la Figura 10. Se
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ve claro en el extracto correspondiente a la tortil}a con’
digestidn (5a. posicibn) que las manchas no fueron defini
das, aparentemente por la formacién de nuevos compuestos

fluorescentes, aGn md&s que en la tortilla sin tratamiento
(Fig. 10, posicibn 4). Es necesario sefialar que la canti-
dad de muestra utilizada para la prueba de digestibilidad
"in vitro" fué& menor con relaci6n a las determinaciones -

rutinarias para el andlisis de aflatoxinas.

4.8. PRUEBAS CONFIRMATIVAS

Para asegurar, que los resultados obtenidos por la técni-
ca cromatogrdfica, fueron efectivamente confiables y adi-
cionalmente eliminar posibles interferencias de otros com
puestos fluorescentes, se hizo necesario usar dos pruebas
confirmativas. Una, basada en la formacién de derivados y

la otra fundamentada en el uso de un estandar interno.

4.8.1. FORMACION DE DERIVADOS
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Los resultados de la prueba de formacibén de derivados se

muestran en la siguiente Figura 9 :

FIGURA 9

Formacién de dexrivados

Donde :

1.~ M.I. con formacién de derivados.
2.- N C/R con formacibn de derivadaos.
3.- N S/R con formacién de derivadas.

4.- T con formacién de derivados.
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5.- St con formacién de derivados.

6.- St sin formaci6n de derivados.

7.- M.I. sin formacién de derivados.
8.- N C/R sin formaeién de derivados.
9.- T sin formacién de derivados.

10.- N S/R sin formacién de derivados.

Se observa que el Rf normal de las aflatoxinas es para B1
0.45, B2 0.40, G1 0.35 y 0.30, para Gz, al formarse el -
derivado se ve modificado el Rf de las aflatoxinas Bl Yy
Gl un tercio menor al del Rf normal, por lo que el nuevo
Rf de las aflatoxinas es de 0.16 para la B1 y 0.12 para

Gl' Con lo anterior se ve claramente confirmada la pre--

sencia de aflatoxinas en los-'diferentes tratamientos.

Se encontrd que en la totalidad de los extractos proble--
mas, habfa manchas con fuerte fluorescencia y con un Rf -
de 1/3 menor al de las micotoxinas B1 y Gl’ Esto provoc6

una interferencia como se puede observar con claridad en
la Figura 9, con la prueba de formacién dé derivados ya -
que el Rf modificado coincidia con el Rf de estas manchas.
Estas manchas, es muy probable que se hayan originado des
pués del tratamiento del mafz con cloroformo. Este trata-
miento fue necesario llevarlo a cabo, para evitar la con-

taminacién por otros microorganismos.
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Se ha demostrado (6) que el cloroforma en conjunto con el
metanol, que en este caso fue usado durante la extraccién,
tiene un efecto sobre las-aflatoxinas B1 y Gl’ para la --
formacién de aflatoxinas B2a ¥ GZa respectivamente. Es--

tos derivados tienen un Rf de 1/3 menor que B1 y Gl‘

4.8.2. ESTANDAR INTERNO

Los resultados de la prueba donde se usa un estandar in-=-

ternc se presentan en la Figura 10.

1234567891011

FPIGURA 10

Estandar Intermo
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Donde :

1.- Mafz inicial.

2.- Nixtamal S/R.

3.- Nixtamal C/R.

4.- Tortilla.

5.- Tortilla con digestién.

6.- Estandar.

7.- Mafz inicial con estandar interno.
8.- Nixtamal S/R con estandar interno.
9.- Nixtamal C/R con estandar interno.
10.- Tortilla con estandar interno.

11.- Tortilla con digesti6én con estandar interno.

Con los resultados de la Figura 10 se pudo. confirmar la -
presencia de las cuatro aflatoxinas, de esta forma se co-
rroboraron los datos cbtenidos con la primera prueba con-
firmativa utilizada. En la 2a. diwisién de la cromatopla-
ca se pudo observar con claridad, que los Rfs de las mues
tras problema, correspondientes a las diferentes operacio
nes del proceso, coinciden sin excepci6n, con los Rfs del

estandar interno.

Es importante hacer hincapi& que como se demuestra en las
Figuras 8, 9 y 10, fue evidente el decremento en la inten

sidad de la fluorescencia con relacién al mafz inicial, -
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conforme éste sufrfa las diferentes operaciones del pro-
ceso. Estos resultados fueron confirmados con el andli--

sis cuantitativo en el espectrofotémetro.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

acuerdo a los resultados se puede decir que :

El método de identificacibn por cromatograffa en capa
fina demostr6 ser preciso y confiable para el andlisis

rutinario durante este trabajo.

Los resultados cuantitativos obtenidos en el espectro-
fot6metro, expresados como contenido de aflatoxina Bl'
guardaron una relacién directa con el decremento en la
intensidad de las manchas fluorescentes observadas en -
la cromatoplaca. Esto persisti6 aGn cuaﬁdo los aparen-

tes derivados fueron formados al agregar cloroformo al

mafz, para evitar su contaminacién.

Por la alta variabilidad que se presenta al cuantifi--
car las aflatoxinas en las muestras iniciales, se de--

mostr6 que el Aspergillus flavus utilizado no produjo

las micotoxinas de manera homogénea sobre el mafz.

De acuerdo al andlisis estadistico realizado se demos-
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tr6 que el reposo del mafz durante 14 horas en condi--
ciones alcalinas, no afecta de manera significativa a

las aflatoxinas.

5%/ée demostré que la destruccién de aflatoxinas fue debi
da principalmente a las operaciones térmicas llevadas
a cabo durante la nixtamalizacién y en la coccién de -

la tortilla.

sy/g; demostr6 que durante la nixtamalizacién hasta la ob
tencién de la tortilla, hay una pérdida total de afla-
toxinas de 62%. Sin embargo, la pérdida efectiva, es -
decir por destruccién, fue de sSlamente 28.75%, el res
to fue arrastrado en el nejayote y en el agua de lava-

do.

7) Sobre la prueba de digestibilidad en vitro, para obser
var si habia regeneracién de aflatoxinas cuando estas
son sometidas a pH &cido, no se obtuvieron resultados
concluyentes, ya que los valores determinados no fue--

ron confiables.

Tomando en consideracibén los resultados obtenidos en este
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estudio se recomienda :

1) Que se haga un estudio sobre la incidencia de aflato-
xinas en el maiz en M&xico ya que es sabido que las -
técnicas de almacenamiento no son siempre las adecua-

das.

Qf/Tomando en consideracifn que el mafz es consumido prin
cipalmente como tortilla cabe sefialar el cuidado de --
usar mafz no contaminado para la elaboracién de este -
producto bdsico, ya que se demostr6 en este trabajo --
gue las aflatoxinas no son totalmente destruidas por -

el proceso tradicional de la nixtamalizacién.

3) Es importante sefialar que un maiz contaminado no debe
usarse para consumo humano ni para consumo animal, re-
comend4dndose un tratamiento de inactivacifn que tenga

un efecto total.

4) Tomando en cuenta que el nejayote es una fuente impor-
tante de contaminacibén en rfos, mares o cosechas y si
el nejayote tiene aflatoxinas la contaminacifn es mas
peligrosa, por lo que si en algdn caso se utiliza mafiz
dudoso, se debe de someter a un tratamiento de inacti-

vacién.
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