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RESUMEN

Las fumonisinas son micotoxinas que fueron caracterizadas en
1988, causantes de la pudricion de la mazorca y germinacion prematura del
maiz. Son producidas principalmente por Fusarium moniliforme, el cual
es de presentacion mundial, detectandose niveles de fumonisinas en el
grano durante su cultivo y almacenamiento, asi como en productos
derivados del maiz. Estudios han demostrado su potencial carcinogénico
en ratas, ademas de ser responsables de la leucoencefalomalacia equina y
del edema pulmonar porcino. En algunas regiones de Sudéfrica y China se
encuentran relacionadas estrechamente con la alta incidencia del cancer
esofdgico humano. Debido a que el maiz es uno de los alimentos basicos
de humanos y animales, y es la tortilla un producto de gran consumo
nacional, el objetivo del presente estudio fue valorar el nivel de
contaminacion de fumonisinas presente tanto en la masa como en la
tortilla que se expenden en la zona metropolitana de Guadalajara a fin de
valorar el riesgo toxico de la poblacion. El desairollo de Ia investigacion se
realizo mediante un muestreo aleatorio de 40 expendios de masa y tortilla
distribuidos en la anterior divisién de la zona metropolitana (sectores),
recolectando 500 g de masa y tortilla por expendio, los cuales se desecaron
y pulverizaron para ser analizados mediante la Técnica de ELISA (kits de
Fumonisinas, Veratox). Los resultados se analizaron mediante el ANOVA
y contrastes ortogonales. Se detectaron fumcnisinas en el 100% de las
muestras, encontrandose en la masa y tortilla los siguientes niveles
promedio: Sector Libertad 2.013 y 1.277 ppm; Sector Hidalgo 1.506 y
0.883 ppm; Sector Judrez 1.24 y | ppm y Sector Reforma 1.77 y 1.396 ppm
respectivamente. Los niveles mayores de fumonisinas se detectaron en los
sectores Libertad y Reforma, lo cual puede ser debido por el origen del
maiz que abastece a dichos molinos y expendios, sin embargo no fue
posible disponer de la informacioén. Se observé una reduccion significativa
(Aprox. 30%) de los niveles de fumonisinas en las tortillas respecto a los
niveles encontrados en masa, lo cual pudo ser debido al efecto del proceso
térmico de elaboracion de la tortilla, estudio que debe ampliarse a fin de
determinar la eficiencia detoxificante del proceso y la influencia de la
nixtamalizacién. Se concluye que los niveles encontrados no son
considerados de alto riesgo a la salud, sin embargo deben ser considerados
conjuntamente con estudios que valoren la posible produccién de
hidrolizados de fumonisinas durante procesamientos alcalinos como lo es
la nixtamalizacion, los cuales pudieran incrementar el efecto toxico del
producto (tortilla).




INTRODUCCION.

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas producidas
primariamente por Fusarium moniliforme y Fusarium proliferatum, los cuales
se presentan mundialmente en el maiz destinado tanto a consumo humano
como animal. Recientes investigaciones han demostrado que las fumonisinas
son responsables de la leucoencefalomalacia equina y del edema pulmonar
porcino. En algunas regiones de Sudafrica y China han sido relacionadas con
la alta incidencia de cancer esofigico humano. EI riesgo de toxicidad y el
mecanismo de carcinogenicidad de las toxinas se encuentra bajo estudio. La
deteccion de niveles de fumonisinas en maiz y en algunos productos derivados
del mismo ha permitido determinar la importancia de la realizacién de
estudics en alimentos a base de maiz asi como la evaluacion del efecto de los

diverscs  procesamientos a los que se someten los  granos.
(4,5,7,8,.7,21,23,28,30,33,39,48)

Las micotoxinas son metabdlitos secundarios producidos por hongos
filamentosos que en pequefias cantidades pueden ocasionar dafio en plantas,
animales y humanos, se considera han existido desde que inici6 la
civilizacion, sin embargo, fue hasta 1960 con el brote en Gran Bretafia de la
Enfermedad X de pavos donde la alta mortalidad tomé proporciones
catastroficas cuando se le confirié la importancia que requeria el estudio de
las micotoxinas. Como resultado de la investigacion en 1961 Sargeant
establecio que los metabdlitos secundarios de Aspergillus flavus, hongo
presente en el alimento de los pavos, era el causante de la enfermedad. El
compuesto y su constitucién fueron determinados en 1963 por Asao y col., el
cual fue identificado como aflatoxina. (13,29)

En la actualidad se conoce un gran nimero de micotoxinas de
diferentes tipos y nivel de toxicidad, considerandose uno de los tépicos mas
estudiados en los ultimos 15 afios. (20)

La formacién de micotoxinas en productos alimenticios, depende de la
cepa especifica del hongo y es influenciada por factores ambientales como la
temperatura y humedad, por lo tanto la contaminacion puede variar segin las
condiciones geograficas. Por lo general, las micotoxicosis en el campo son el
resultado de la interaccion de dos o mds micotoxinas, sin embargo una sola
puede ser la de mayor prevalencia e impacto. (12,24)



Mirocha y col. en 1980 listaron 96 especies de hongos pertenecientes
a 27 géneros sospechosos de causar toxicidad en los animales domésticos,
correspondiendo el 57% a los géneros Aspergillus, Penicillum y Fusarium.
(12,13

Una de las especies de Fusarium de distribucién mundial y de gran
habilidad para crecer en un amplio rango de substratos es Fusarium
moniliforme, el cual es de gran interés en las investigaciones actuales de
micotoxinas, por ser considerado productor de toxinas potencialmente
carcinogénicas, como lo son las fusarinas y fumonisinas. (4,22,48)

Taxonomia y Biologia de F. moniliforme

El hongo pertenece a la seccion Liseola y se presenta principalmente
en cereales forrajeros en regiones calurosas. Puede existir en el maiz en forma
endofitica y permanecer en la planta asintomaticamente, ésta expresion esta
relacionada con la naturaleza genética del hongo , cultivo del maiz y
condiciones ambientales. (20,21)

Los principales aspectos de la enfermedad del maiz por F. moniliforme
son podredumbre de la mazorca, tallo y raiz, pudiendo variar el grado de
infeccion de acuerdo a la via de entrada del hongo, lo cual puede ocurrir a
través de los estilos de la mazorca o por esporas precedentes del viento,
resultando en una infeccién temprana de los granos, otra posible via de
entrada es a través de orificios causados por gusanos o insectos en el
pericarpio del grano. (3)

Ademas de la infeccién local, la planta de maiz puede llegar a ser
infectada sistematicamente a partir de las semillas contaminadas, por lo que
la infeccidn se presenta durante o inmediatamente después de la germinacién
de la semilla, entrando el hongo en la regién de la placa cotiledonaria cuando
el tallo brota (germinacién), o cuando la plimula emerge del coledptilo el
hongo crece en el parénquima del tallo y es durante la floracién cuando el
micelio del hongo se ramifica a toda la planta. Se ha encontrado también
infeccidn en las raices primarias. (21)

Las infecciones de la mazorca y el grano pueden ocurrir a su vez por la
infeccion sistémica de la planta o bien por una combinacién de infeccién
local y sistémica. (3)



Produccion de micotoxinas F. moniliforme.

El hongo produce diversos metabdlitos, entre ellos se encuentran el ac,
giberélico, regulador del crecimiento de la planta del maiz; moniliformina,
potencialmente toxico y de alta mortalidad; ac. fusérico, fusarin C ambas
potencialmente mutagénicas (fusarinas) y las fumonisinas. (6,29,41)

ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS FUMONISINAS
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Tabla 1. Tipos de Fumonisinas

Ri R2 R3 R4 R5 R6 P.M

FA1 TCA TCA OH OH | NHCOCH3 | CH3 763
FAz TCA TCA H OH | NHCOCHs | CHs 747
FAs TCA TCA OH H NHCOCHs | CH3 747
FAK1 = TCA OH OH [ NHCOCH3; | CHs | 603
FB1 TCA TCA OH OH NH2 CH3 721
FB: TCA TCA H OH NH2 CH3 705
FB: TCA TCA OH H NH2 CHs | 705
FCi TCA TCA OH OH NH2 H 707
FP: TCA TCA OH OH 3HP CH3 800
FP: TCA TCA H OH 3HP CH3 784
FP3 TCA TCA OH H 3HP CHs3 784
PHia | TCA OH OH OH NH2 CH;3 563
PHis OH TCA OH OH NH2 CHs | 653




Las fumonisinas fueron caracterizadas en 1988 como diésteres de
acido tricarboxilico y amino-alcoholes de 22 carbones (peso molecular
=721 ). Actualmente las fumonisinas FB1, FB2z y FB3 se consideran las de
mayor interés por su toxicidad y frecuente presentacién. En el maiz
contaminado naturalmente la relacion de FB1: FBz es de aproximadamente 3:1
y de FB1: FB3 es de 12:1. (5,25,35)

Mecanismo de Accion de las Fumonisinas

Recientemente se ha demostrado que la FB1 interfiere con la biosintesis
de esfingolipidos, inhibiendo a la enzima esfingonina N-aciltransferasa
(enzima que normalmente produce dihidroceramide a partir de esfingonina en
la via metabdlica de esfingosina a ceramide), lo cual causa acumulacién de
esfingosina y esfingonina a nivel intracelular. Probablemente la inhibicién de
la enzima se debe a la estructura similar de la esfingonina y fumonisina. (27,33)

Células y animales expuestos a las fumonisinas tienden a incrementar
las bases esfingoides libres (esfingonina y esfingosina) en suero, tejidos v
orina, lo cual es considerado como un signo primario diagnostico. (26,45)

Las fumonisinas B1, B2 y el hidrolizado de FB1 han demostrado ser los
primeros inhidores especificos de presentacién natural de la biosintesis del
novo de esfingolipidos.  En hepatocitos de rata a consecuencia de la
inhibicién de la esfingonina N-aciltranferasa se disminuyd la biosintesis de
ceramida y por lo tanto la biosintesis de novo de esfingosina, ademaés de la
rapida acumulacion de esfingonina (precursor inmediato en la via biosintética
de la dihidroceramida), ocasionando alteracion en la relacién esfingosina :
esfingonina y deplesién del complejo esfingolipido. (33)

En cultivo de neuronas cerebrales, la FB1 inhibi6 la biosintesis de novo
de esfingomielina mas que la de glicolipidos. El hecho de que la acumulacién
de la esfingonina es mayor que la de esfingosina sugiere que la via de novo es
el blanco primario de inhibicién. Si bien existe la hipétesis de que la
alteracion en el metabolismo de esfingolipidos es el evento molecular primario
en la presentacion y progresion del dafio celular y de la asociacién con las
enfermedades causadas por las fumonisinas, el mecanismo responsable exacto,
no serd facilmente revelado debido a que el papel de los esfingolipidos en la
regulacion celular es bastante complejo vy no se comprende en su totalidad.
(26,33)



A pesar que la FB1 no es genotoxica, se considera como un agente
carcinogénico completo en ratas. Los estudios revelan que las fumonisinas
inhiben la proliferacion de hepatocitos en el higado de ratas, por lo que se ha
hipotetizado que la hepatotoxicidad y los efectos de proliferacion en los
hepatocitos son determinantes criticos para la iniciaciéon y promocion de
cancer. (27)

Alternativamente, recientes investigaciones han encontrado, que la FBI
tiene actividad mitogénica en cultivos de fibroblastos, por lo que es
concebible que el potencial mitogénico, citostatico y citotoxico de las
fumonisinas puedan contribuir a las enfermedades en los animales incluyendo
el cancer en ratas. (27,47)

Incidencia de Fumonisinas en Maiz y Productos Derivados

Estudios realizados recientemente han permitido detectar que los
niveles de fumonisinas en maiz molido es diez veces mayor que en el grano
entero. Los niveles de FB1 y FB2 en cuatro afios de cosecha en Estados
Unidos (1988- 1991) estuvieron en un rango de 0a37.9 ug/g de FBi, 0-
12.3 ug/g de FB2y de 0-4.0 ug/g de FB3. (5,16)

Los productos derivados del maiz que han sido analizados incluyen a
la harina de maiz , cereal, salvados, tortillas, totopos, palomitas y pan de
maiz, encontrandose una concentracién de fumonisinas menor de 1.0 ug/g en
el 70.8% de las muestras y el 5.7% con 2.5 pg/g. (37)

La FDA (Organismo que controla la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos) reporta en la investigacion realizada con productos obtenidos
de supermercados en el area metropolitana de Washington D.C. alto nivel de
contaminacién por fumonisinas en harina de maiz y en el maiz parcialmente
molido y bajos niveles en el salvado, hojuelas, cereal de maiz inflado,
tortilla, palomitas y totopos. (5) Resultados similares fueron encontrados en
paises como Suiza, Canada, Egipto, Peru y Sudéfrica. Lo que indica que los
consumidores de productos derivados de maiz, disponibles en Estados
Unidos y Sudafrica estdn expuestos a altos niveles de fumonisinas. (19,26,32)

Estudios epidemioldgicos corretacionan altos niveles de fumonisinas en
maiz con la mayor incidencia de cancer esofigico de humanos,
considerandose que la incidencia “normal” es de 5 casos por cada 100,000



habitantes, en Transkei, Sudafrica, regiéon donde el alimento basico de la
poblacion es el maiz, incluyendo una bebida fermentada no alcoholica, el
rango de cancer esofdgico es de 50-200 casos y los niveles de fumonisinas se

encuentran entre 10.2 pg/g en maiz sano y 140.5 pg/g en maiz mohoso.
(8,39,48)

Se ha realizado el calculo de la ingestion diaria de fumonisinas en
humanos con base en las investigaciones realizadas en ratas y equinos,
encontrandose un consumo de 0.014 pg/g a partir de maiz sano y de 0.44 pg/g
de maiz mohoso, con base en la ingestion diaria de 460 g de maiz/ persona
de 70 kg, lo que se considera de alto riesgo de exposicion. (42)

Enfermedades Asociadas con F. moniliforme y Fumonisinas

Leucoencefalomalacia  Equina  (ELEM). Sindrome que se
caracteriza por la presencia de lesiones necrdticas licuefactivas en la
materia blanca del cerebro. Fue reconocida desde el siglo XIX y se le
denominaba “Contaminacién del maiz mohoso “. Wilson y Maronpot
en 1971, reportaron el aislamiento de F. moniliforme como el agente
causal de la ELEM y reprodujeron la enfermedad. (22) Posteriormente,
Marasas y col. en 1988 después de la caracterizacion de las fumonisinas
reprodujeron la enfermedad en equinos mediante la administracion
intravenosa de FBi1. (28,30,34)

Los investigaciones sugieren que dosis altas de fumonisinas
inducen a hepatotoxicidad aguda con lesiones leves en cerebro, mientras
que dosis menores causan lesiones severas en cerebro y hepatotoxicidad
leve. (34,36)

Edema Pulmonar Porcino (PPE). En 1989-1990 Kriek y col. reportaron
un brote de PPE en diversas regiones de Estados Unidos, encontrandose
contaminaciéon en el alimento predominantemente con F. moniliforme.
(13.17.23)

Ademas de que la FB1 purificada ha demostrado producir la enfermedad
cuando se administra por via intravenosa, el edema pulmonar ( 175 ppm, 14
dias) y la hepartotoxicidad ( > 23 ppm,14 dias) se han producido con la
ingestion de dietas contaminadas con fumonisinas en forma natural. (7)



Toxicidad en aves. Se ha encontrado inmunosupresion en pollos
alimentados con alimentos contaminados por F. moniliforme. Recientes
estudios han confirmado <que F. moniliforme, F . proliferatum, FB1 y
moniliformina son téxicos en aves de engorda y en embriones de pollo. Los
niveles de fumonisinas en dichos estudios fueron relativamente altos (75-644

ppm). (18,46)

El Laboratorio de Diagndstico del Comité de Micotoxinas de la
Asociacion Americana de Veterinarios recomienda evitar en el alimento
niveles de fumonisinas mayores de 5 ppm, 10 ppm, 50 ppm y 50 ppm para
equinos, cerdos, bovinos carne y pollos respectivamente. (34)

La siguiente tabla muestra los niveles de fumonisinas asociados con
enfermedades de animales y en productos de maiz.

Enfermedad/Producto Niveles de Fumonisinas

ne/g

ELEM < 1-126

PPE < 1-330

Maiz dariado 553

Mazorca 138

Tallo 54

Maiz molido ' 125

Maiz entero sin dafio 1-4

Fuente : Bullerman L1.B. 1994.

Efecto del Procesamiento sobre los niveles de Fumonisinas.

Aunque se han realizado algunos estudios del efecto  del
procesamiento en la estabilidad de las fumonisinas, existe una cantidad
limitada de informacion disponible. Actualmente la FB1 ha sido
considerada como un componente termoestable ; los reportes indican una
recuperacion de 40% de FB1y FB2 después de someterse a una temperatura
de 190 °C durante 60 minutos. (1,10)




Los estudios sobre la estabilidad de las fumonisinas son complicados
debido a la escasez de métodos analiticos apropiados. Se ha determinado
que los niveles de fumonisinas pueden reducirse en un 50% o mas durante el
calentamiento, sin embargo, el substrato permanece toxico, debido
probablemente a que la toxina permanece atada a la matriz del alimento y no
llega a ser recuperada mediante los métodos de extraccion quimica usuales,
por lo tanto es muy importante distinguir entre la descomposicion quimica
y la asociacion de la toxina a la matriz del alimento en los estudios de
estabilidad y procesamientos. (6)

Los métodos deben ser también capaces de detectar productos
hidrolizados de fumonisinas que permanecen tdxicos, esto es debido a que
durante el proceso de nixtamalizacién del maiz (proceso para la produccion
de tortilla), realizado con hidréxido de calcio se remueve la FBI1, pero puede
resultar la formacion de hidrolizados que pueden permanecer toxicos, lo cual
no ha sido estudiado ampliamente. (14,16)

Metodologia Analitica para la Deteccion de Fumonisinas.

En la actualidad se citan 2 métodos de extraccion mediante
solventes polares (metanol/agua o acetonitrilo/agua) ; seguido de limpieza
mediante columna de intercambio i6nico (SAX) o via columna C18 de fase
de reversa Sep-Pak ( Waters associates, Milford) (26)

Para la deteccion de la toxina mediante cromatografia de liquidos o
cromatografia de capa fina se requiere derivatizacion con agentes
fluorescentes como Fluorescamina, OPA (o-phthaldehido) o el NAD (2,3
dicarboxialdehido naftaleno), mientras que para cromatografia de gases-
espectometria de masas (CG-EM) se requiere la hidrdlisis de bases, a fin de
remover los grupos de 4cidos tricarboxilicos y la derivatizacién de grupo
amino para aumentar la volatilizacion. La ventaja del método de CG-EM, es
que combina la cuantificacion de la fumonisina con la confirmacion
estructural, desafortunadamente se requiere de tiempo considerable para su
andlisis y de equipo costoso. (31,38,40)

El método mas usual para la deteccion de fumonisinas en alimentos es
mediante cromatografia de liquidos, el cual permite la separacion de las
fumonisinas FB1, FB2, y FB3 en 16 minutos mediante un sistema de
solventes y permite un limite de deteccién de 50 ppb. (26,38)



El método de cromatografia de capa fina tiende a separar e identificar
eventualmente las fumonisinas, pero es de escasa sensibilidad, siendo el
limite de deteccion de 50 ppm. (31)

Se ha desarrollado para la inspeccién de alimentos, la produccién de
anticuerpos monoclonales y policlonales a partir de fumonisinas, los cuales
han sido utilizados mediante la técnica ELISA (Ensayo Inmunofluorescente de
enzima ligada) y el método de Inmunocromatografia. (2)

Con el adviento de la tecnologia de anticuerpos monoclonales y
policlonales en aplicaciones analiticas, particularmente en el terreno de las
micotoxinas, se hace posible chequeos rapidos y confiables de contaminacion
con métodos de bajo costo. Entre los métodos que utilizan anticuerpos se
incluyen las técnicas inmunoenzimaticas (Agri-Screen y Veratox de Noegen),
las cuales se basan en la técnica de ensayc inmunoabsorbente mediante
enzima ligada (ELISA).

La técnica de ELISA consiste en poner en contacto el anticuerpo
especifico de la toxina presente en la superficie de la microcelda con la toxina
extractada de la muestra, mezclar con la solucion del conjugado (toxina
marcada quimicamente o conjugada con la enzima), donde compiten por los
sitios de acoplamiento y después del periodo de incubacidn, la toxina y el
conjugado libres son lavados para posteriormente agregar el substrato para
obtener el cambio de color por efecto del conjugado. A mayor conjugado
ligado a anticuerpos mayor coloracidn. (40)

El Maiz en México

Actualmente el cultivo de maiz en México ocupa una superficie de casi
8 millones de hectareas con una produccion aproximada de 14 millones de
toneladas, de las cuales el 66% es destinado a consumo humano, el 14% para
uso directo en animales de traspatio, 14% para elaboracién de alimentos
balanceados, 5% en la elaboracion de diferentes productos por medio de la
industria y el 1% a la produccidn de semilla. (12,29)

Entre los diferentes procesos a los que se somete el maiz para el
consumo de la poblacién, destaca la nixtamalizacion, procesamiento quimico
para la elaboracion de la tortilla, siendo uno de los productos mas usuales de
la alimentacion basica del mexicano (consumo per capita de 248 kilogramos
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anuales). En la actualidad la industria de] maiz y la tortilla estd formada por
molinos de nixtamal, molinos-tortillerias, tortillerias y fabricas de harina de
maiz, llegando a sumar aproximadamente 42,000 establecimientos a nivel
nacional, manejandose una quinta parte del mercado global con una
produccioén de 11 millones de toneladas anuales y ventas de aproximadamente
$11,000 millones en 1995. (12,29)

Durante el proceso de nixtamalizacion, que consiste en someter al
grano de maiz a un bafio alcalino con hidréxido de calcio a una temperatura de
ebullicion para facilitar su molienda y la preparacion de la masa, se desprende
el pericarpio del grano (la parte mas indigesta) y se mejora el valor nutritivo,
el cual es pobre en proteina y calcio. Estudios recientes han -eportado la
produccion de hidrolizados de fumonisinas por efecto del procesa:niento de la
nixtamalizacion. (14,16)

En relacidn al efecto toxico de los hidrolizados se tiene el reporte de un
estudio realizado en ratas, donde los niveles evaluados de fumonisinas e

hidrolizados fueron de 45 mg/kg de p.v. y de 8-11 mgkg de p.v.
respectivamente, encontrandose sintomas y lesiones de similar severidad. (14)

Respecto al metabolismo de las micotoxinas en animales, se han
encontrado altos niveles en las secreciones y en tejidos, como es el caso de la
Aflatoxina M1 presente en la leche, lo cual conlleva al riesgo en salud pablica
cuando continua la cadena alimenticia, sin que hasta la fecha se tengan
estudios relacionados con las fumonisinas. (24)

Por lo que es importante llevar a cabo estudios que generen informacion
sobre el grado de contaminacién existente a nivel molinos y expendios de
tortillas, a fin de prevenir el riesgo toxicoldgico de la poblacién y evitar su
incorporacion en dietas de animales.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Meéxico el cultivo de maiz representa el 40% de la superficie
agricola nacional, con una produccién 14 millones de toneladas anuales, de las
cuales el 66% se destina a consumo humano en sus diferentes productos,
especialmente tortillas, pozole y tamales, entre otros.

Durante el cultivo de maiz es posible que se presenten condiciones
estresantes en la planta que influyen en la colonizacién de diversos
microorganismos que dafian a la planta, entre los que se encuentran los hongos
micotoxigénicos, lo que que puede dar lugar a la produccion de metabolitos
toxicos durante el cultivo o el almacenamiento bajo condiciones apropiadas de
temperaturz. y humedad para el crecimiento del hongo.

F. moniliforme es un hongo de alta presentacion en el maiz (90%), el
cual es el principal productor de las fumonisinas, toxinas potencialmente
carcinogénicas en algunas especies, responsables de la leucoencefalomalacia
equina, del Edema pulmonar porcino, ademas de estar estrechamente
relacionada al cancer esofagico de humanos.

Estudios previos han permitido detectar niveles de micotoxinas en masa
y tortilla, como es el caso de las aflatoxinas, aiin cuando el proceso de
nixtamalizacién de la masa y la elaboraciéon de la tortilla permite la
detoxificacion parcial del alimento contaminado, lo que no ha sido evaluado
para las fumonisinas. Por otra parte, se ha observado que durante la
nixtamalizacién se generan productos hidroliticos de la micotoxina, cuyo
grado de toxicidad parece incrementarse, lo que incrementa el interés en la
deteccion y cuantificacion de los niveles de fumonisinas en dichos productos.’

Debido a la carencia de investigaciones relacionadas con este grupo de
micotoxinas de reciente caracterizacion, y dada su trascendencia
epidemiologica en paises cuya alimentacion basica depende del maiz, deben
realizarse investigaciones que establezcan los niveles de fumonisinas de riesgo
tanto para la salud humana como animal



JUSTIFICACION

La valoracion de los niveles de fumonisinas en la masa y tortilla en los
molinos y expendios de la zona metropolitana de Guadalajara permitira
estimar el riesgo toxicoldgico de la poblacion. Ademas de identificar la
problematica en salud publica, serd posible detectar soluciones al problema de
contaminacion del maiz durante el almacenamiento en los molinos, asi como
durante el proceso de la nixtamalizacion y elaboracion de la tortilla.

Puesto que es frecuente que el alimento contaminado se utilice para la
alimentacién de animales, y siendo conocido que durante el metabolismo de
las micotoxinas en las diferentes especies de animales se producen metabdlitos
con frecuencia de mayor de toxicidad, los cuales se depositan en los tejidos o
bien se eliminan en sus secreciones, el uso de masa y tortilla contaminada
como ingredientes en las raciones aumentaria el problema, por una parte, en
pérdidas econdmicas en las explotaciones pecuarias y siguiendo la cadena
alimenticia a la salud publica con el consumo de productos de origen animal.

La determinacién de los niveles de fumonisinas en la masa y tortilla
contribuira a la investigacidn en la linea de “Residuos Toxicos en
Alimentos™, al ser parte del proyecto “Detecciéon de Fumonisinas en maiz y
efecto de la nixtamalizacion sobre la produccion de hidrolizados de FB1”, que
se realiza en el laboratorio de Micotoxicologia del C.U.C.B.A.




13

HIPOTESIS

La presentacion de Fusarium moniliforme es frecuente en el maiz asi
como la produccién de fumonisinas, y puesto que el proceso de la
nixtamalizacién no elimina en su totalidad los metabdlitos secundarios de
hongos, es posible detectar niveles de fumonisinas en la masa y tortilla que
puedan representar riesgo téxico para la poblaciéon humana.



OBJETIVOS

GENERAL :

Valorar el nivel de contaminacién por fumonisinas en masa y tortilla en
la zona metropolitana de Guadalajara.

PARTICULARES :

1. Determinar el nivel de contaminacion de fumonisinas en [a masa y
tortillas que se expenden en la zona metropolitana de Guadalajara.

2. Comparar los niveles de fumonisinas en masa y tortillas en las diferentes
zonas de Guadalajara.

3. Estimar la posible reduccion de los niveles de fumonisina en la tortilla
por efecto del proceso al que se somete la masa para la produccion de la
tortilla.



MATERIAL Y METODO

El presente estudio se desarrollé en el drea de Micotoxicologia del
Departamento de Salud Publica, Division de Ciencias Veterinarias, Centro
Universitario de Ciencia Bioldgicas y Agropecuarias, Universidad de
Guadalajara.

Muestreo : Se recolectaron 500 g de masa y tortilla de 40 molinos y
expendios de la zona metropolitana de Guadalajara, ambos seleccionados por
la utilizacién exclusivamente de masa nixtamalizada (Informacion
proporcionada por la Camara Nacional de la Industria de la Masa y Tortilla).

Las muestras se desecaron en estufa de aire forzado a una temperatura
de 60°C durante 48 horas, posteriormente se molieron a un didme'ro de
particula de 1 mm en un molino de cuchillas (marca Miller) y se almacenaron
a temperatura ambiente hasta el analisis.

Técnica de ELISA para Deteccién de Fumonisinas.
(Fumonisin Quantitative Test Kit, Veratox. Distribuido por Noegen, 620
Lester, Lansing, M.1. (517) 372-9200)

Preparacion de la muestra :
1. Se pes6 50 g de muestra y licué con 250 ml de metanol al 70% durante 2
minutos en alta velocidad.

2. Se separd el extracto por medio de papel filtro N° | y colecté como minimo
10 ml de la muestra.

3. Se diluy6 la muestra utilizando 100 pl/l1t del extracto ya filtrado y se colocod
en los frascos del kit de dilucion agitando para homogenizar la solucion.

Procedimiento :

1. Se utilizaron las microceldillas rojas (Celdillas de mezclado) de acuerdo a
las muestras a analizar, ademas de los controles.

2. Se tomaron el mismo numero de microceldillas cubiertos con Anticuerpos.
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3. Se colocd en las microceldillas de mezclado 100 pl/lt del conjugado en
cada pozo y aiiadio 100 pl/lt de la dilucién de la muestra y de los estandares.

4. Se transferio 100 pl/lt. a los pozos correspondientes de anticuerpos y se
descartaron las soluciones de las celdillas del mezclado (rojas) evitando
salpicaduras de un pozo a otro para no contaminar.

5. Se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos y removié cada 3
minutos por 30 segundos, teniendo el cuidado de no salpicar el contenido de
una celdilla a otra. '

6. Después de 15 minutos se eliming el contenido de los pozos y lavé con
agua destilada, tir6, volte6 el plato y sec6 con papel absorvente repitiendo este
paso 3 veces.

7. Se agreg6 100 pl/lIt del substrato K-azul e incub6 a temperatura ambiente
durante 15 minutos. .

8. Se detuvo la reaccion con la solucion establecida (etiqueta roja) utilizando
100 ul por pozo.

9.- Se limpi6 la base de las microceldillas y tomé la lectura de la densidad
optica en el Lector de ELISA (EL 301, Biotec), utilizando el filtro de 650 nm.

Analisis estadistico.

Los resultados del estudio se evaluaron mediante el Analisis de varianza
y se aplicaron Contrastes Ortogonales para la comparacion de los niveles
promedio de fumonisinas en la masa y tortilla.

Para estimar la reduccién de fumonisinas por el posible efecto de la
elaboracion de la tortilla (estudio subjetivo, no evaluado técnicamente), se
compararon el promedio general de masa y tortilla, considerando como punto
de referencia a la masa (100%) y el de la tortilla el valor a contrastar.
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RESULTADOS

El anilisis de la masa y tortilla recolectadas en los diferentes expendios
de la zona metropolitana de Guadalajara permiti6 detectar la presencia de
fumonisinas en el 100% de las muestras (n=80).

Los niveles de fumonisinas observados en la masa fluctuaron en un
rango de 0.5 a 3.8 ppm, con un valor promedio de 1.63 ppm cuando se
agruparon de manera general los resultados, encontrandose los niveles
mayores en los sectores Libertad y Reforma, siendo diferentes
estadisticamente (p< 0.05) a los sectores Hidalgo y Juarez. (cuadro 1, grafica

1)

La deteccion de fumonisinas en las tortillas fluctué de 0.1 a 3.3 ppm,
con un valor promedio de 1.130 ppm, encontrandose que los niveles de
fumonisinas en los diferentes sectores d:: la ZMG mostraron similar tendencia
a lo encontrado en la masa, coincidiendo los niveles méximos y minimos en el
sector Libertad. (cuadro 2, gréfica 2).

Es importante resaltar la reduccion altamente significativa (p< 0.01) de
los niveles de fumonisinas presentes en las tortillas respecto a los niveles de la
masa. La disminucién observada fue mayor en el sector Hidalgo con un
41.37% de reduccion y fue menor en el sector Juarez con 19.4% (cuadro 3,

grafica 3).



Cuadro 1
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DESCRIPCION ESTADISTICA DE LOS RESULTADOS EN LA MASA EN LOS 4
SECTORES DE LA Z.M.G. (ppm)

Medida Sector Libertad | Sector Hidalgo | Sector Judrez | Sector Reforma
Promedio 2.013 1.506 1.24 1.77
Mediana 2.15 1.5 1.3 1.4

Moda 2 1.3 1.6 1.4

Minin:o 0.5 0.73 0.7 0.7

Maximo 3.8 2.43 1.8 34
Cuadro 2

DESCRIPCION ESTADISTICA DE LOS RESULTADOS EN LAS TORTILLAS EN
LOS 4 SECTORES DE LA Z.M.G. (ppm)

Medida Sector Libertad | Sector Hidalgo ; Sector Juirez | Sector Reforma
Promedio 1.277 0.883 1 1.396
Mediana 1.25 0.95 1 1.1

Moda 1.7 0.9 0.5 0.8

Minimo 0.1 0.16 0.5 0.56

Méximo 33 1.5 2 3.1




Cuadro 3

PORCENTAJE DE REDUCCION DE FUMONISINAS EN LAS TORTILLAS

SECTOR MASA TORTILLA REDUCCION
Libertad 2.013 1.277 36.56 %
Hidalgo 1.506 0.883 41.37 %

Juarez 1.24 1.0 19.4 %

Reforma .77 1.396 21.13%




GRAFICA 1

Niveles de Fumonisina detectados en la Masa (ZMG)

LIBERTAD HIDALGO JUAREZ REFORMA

|E Minimo ™ Miximo |

GRAFICA 2
Niveles de Fumonisinas detectados en la Tortilla (ZMG)

LIBERTAD HIDALGO JUAREZ REFORMA

ﬂ:’i Minimo Miximo




GRAFICA 3

Reduccion de los niveles de Fumonisinas por Efecto de
Elaboraci6n de la Tortilla

35.56% T 21.13%

41.37%

e

Libertad Hidalgo Juarez Reforma
Sectores de la ZMG

B Masa W Tortillﬂ
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DISCUSION

La presencia de fumonisinas en el total de las muestras analizadas
permite suponer que existe riesgo toxicologico en la poblacién de la zona
metropolitana de Guadalajara, sin embargo, deben ser considerados
primeramente los niveles presentes en la masa y tortilla, los cuales se
encontraron alrededor de 1 ppm, siendo comparables a los niveles detectados
en Charleston SC (4rea de mayor incidencia de cancer esofagico en Estados
Unidos) con un rango de 0.17 a 2.4 ng/g, sin embargo, el estudio se realizd en
harina de maiz(5) Si bien en Transkei, Sudafrica se han reportado niveles de
10.2 pug/g y 6.7 pg/g en maiz sano a 63.2 ug/g y 140 ng/g en maiz mohoso en
los afos de cosecha de 1985 y 1989 respectivamente, (22) los cuales son
supericres a lo encontrado en el presente estudio.

Aungque los niveles presentes en la masa y tortilla no son altos, existe la
posibilidad de que se encuentren productos hidrolizados de las fumonisinas
generados por el procesamiento de la nixtamalizacion, los cuales no son
detectados por las técnicas usuales de andlisis y esto pudiera ser de gran
relevancia al enmascararse el grado real de contaminacion de los productos de

maiz. (14)

: Por otra parte, se debe determinar el potencial téxico de las fumonisinas

presentes en la masa y tortillas que se expenden en la ZMG mediante la
confirmacion a través de otras técnicas analiticas, ya que en la actualidad se
cuenta con diversos métodos de deteccion de variable grado de precision y
sensibilidad, encontrindose algunas ventajas y desventajas en cada uno de
ellos. Si bien el método de mayor precision es a través de la cromatografia de
liquidos de alta resolucién, se requiere de equipo de alto costo y de personal
altamente calificado para su realizacion, por lo que en la actualidad se utilizan
con mayor frecuencia las técnicas de ELISA y de Sistemas de Cromatografia
de Afinidad Inmunoldgica con deteccion Fluorométrica, los cuales son de
répida aplicacién y de menor costo, aceptados por la Asociacién de Quimicos
Analiticos Oficiales (A.0.A.C.), sin embargo tienen la desventaja de tener
menor sensibilidad lo que puede dar por resultado falsos positivos o negativos.
(26,31

Es importante mencionar que la técnica de ELISA, desarrollada por los
Laboratorios Noegen, consiste en Kits preparados con anticuerpos
monoclonales que permiten establecer una reaccién competitiva mediante
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enzima ligada, fue disefiada para el analisis de granos y alimentos con minimo
procesamiento, por lo que tiende a disminuir su sensibilidad y precisién en
productos sometidos a procesos quimicos como lo es la nixtamalizacion. (2)
sin embargo se seleccion6 debido a la disponibilidad del equipo y material en
el momento de la investigacion.

De los resultados obtenidos debe resaltarse que se observé mayor
contaminacién en los sectores Reforma y Libertad, ambos localizados en la
zona oriente de la ciudad, lo cual puede ser debido al origen del maiz que
abastece a los molinos de dichos sectores, sin embargo no fue posible obtener
informacién al respecto, siendo un factor relevante, puesto que el hongo
principalmente se desarrolla y contamina a nivel de campo, lo cual puede
variar segun la época del afio y el tipo de cosecha, otros factores que
contribuyen a la severidad o recuccion de la contaminacién son el
almacenamiento, el proceso de nixtamalizacién y la elaboracion de la tortilla.
(24)

Aunque el nivel de contaminacién de fumonisinas detectado en la masa
y tortilla en la ZMG no son elevados, debe ser considerado la posible
produccion de hidrolizados, puesto que se ha reportado que la nixtamalizacion
induce a la produccién de hidrolizados de fumonisinas, lo que incrementa el
riesgo toxico de los productos procesados. El principal producto de hidrolisis
durante la nixtamalizacién parece ser el HFB1, pero es posible que existan
otros productos, tales como complejos de FB-calcio u otros de dificil
identificacion que jueguen un papel importante en la toxicidad del maiz
contaminado por los hongos productores de fumonisina. (14)

Con relacién al procesamiento de elaboracidon de la tortilla, el cual
consiste en el paso a través de bandas de coccién a temperaturas que fluctian
entre 150 y 200 °C, no existen estudios sobre el efecto en los niveles de
fumonisinas, lo cual pudiera contribuir a la reduccion de la contaminacion, ya
que existen reportes sobre el efecto reductor en los niveles de fumonisinas a

altas temperaturas. (10) :

Desafortunadamente, los progresos en dicha drea se encuentran
limitados debido a que en la actualidad la metodologia analitica no permite
distinguir entre la degradacion verdadera y la asociacion de la toxina a la
matriz del alimento (5)
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Se puede concluir que los niveles de fumonisinas presentes en los
productos de maiz analizados no son considerados tdxicos para consumo
humano y/o animal, sin embargo los resultados deben complementarse con las
investigaciones relacionadas al efecto del procesamiento de la nixtamalizacion
sobre la produccién de hidrolizados u otros metabdlitos que incrementen el
riesgo toxico del alimento.
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CONCLUSIONES

En todas las muestras obtenidas de masa y tortillas en la zona
metropolitana de Guadalajara se detecto la presencia de fumonisinas.

Los niveles promedio de fumonisinas encontrados en masa y tortillas
fueron de 1.63 y 1.13 ppm respectivamente.

En los sectores Libertad y Reforma se encontraron los niveles mds altos
de fumonisinas, siendo de 3.8 y 3.4 ppm para la masa y de 3.3 y 3.1
ppm para la tortilla.

El proceso de elaboracién de la tortilla redujo significativamente la
presencia de fumonisinas. La reduccion se presentd entre el 19.4 y
41.37 %.

Considerando el potencial carcinogénico que representan las
fumonisinas tanto en humanos como en animales, es necesario realizar
estudios toxicoldgicos que permitan relacionar los niveles que se
detectan en los alimentos sometidos a procesamiento.

Puesto que el desperdicio de los molinos y expendios de tortillerias
generalmente se destina a consumo animal, deben ser valorados los
niveles de fumonisinas presentes en dichos productos.
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