2006 - Avances en la Investigacién Cientifica en el CUCBA 806

ISBN 970-27-1045-6

CONTAMINACION POR Fusarium EN MAIZ ALMACENADO EN LA CIUDAD
DE ZACATECAS Y EFECTO DEL PROCESO DE NIXTAMALIZACION SOBRE
FUMONISINAS E HIDROLIZADOS

Reyes Escobedo Fuensanta del Rocio', Reyes Velazquez Waldina Patricia?®,
Landeros Ramirez Patricia’, Figueroa Gomez Rosa Marina®, Rojo Federico’.

' Unidad Académica de Ciencias Quimicas, Unidad Académica de Medicina Humana y
Ciencias de la Salud, Universidad Autdnoma de Zacatecas. > Departamento de Salud
Publica, Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias,
Universidad de Guadalajara.

Correo electronico: waldinar@cucba.udg.mx

Introduccion

El maiz es susceptible a la infeccion por hongos durante su produccion,
almacenamiento y/o elaboracion de subproductos. En México se reporta un elevado
consumo de este cereal y productos derivados como las tortillas (Reyes et al., 2002).

Las especies fungicas asociadas frecuentemente al maiz pertenecen al complejo
Gibberella fujikuroi [(Sawada) Ito in Ito & K. Kimura] y a G. zeae [(anamorfo = Fusarium
graminearum) Schwabe Petch]. G. fujikuroi esta compuesto por especies que comparten
caracteristicas morfologicas similares a Fusarium Seccion Liseola distribuidas en al menos
9 especies biologicas aisladas reproductivamente (Leslie et al., 2004). Dentro de este
complejo, las especies que se destacan por asociarse con plantas de maiz son: F.
verticillioides [(Sacc.) Nirenberg (sindnimo = F. moniliforme Sheldon)], F. proliferatum
[(Matsushima) Nirenberg] y F. subglutinans [(Wollenweber y Reinking) Nelson, Tousson y
Marasas]. Las infecciones causadas por estas especies se asocian con enfermedades en
plantulas, podredumbres de raiz, tallo y mazorcas e inclusive dafios en maiz almacenado.
Dada la capacidad de producir infecciones asintomaticas, el principal problema relacionado
con la presencia de F. verticillioides se asocia con la pobre calidad de los granos y la
potencial produccion de micotoxinas (Munkvold y Desjardins, 1997).

Las micotoxinas se definen como compuestos organicos, biologicamente activos y
de amplio espectro causantes de intoxicaciones agudas y cronicas, con efectos mutagénicos,
teratogénicos y carcinogénicos. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion estima que las micotoxinas afectan el 25% de la produccion
agricola anual. Las fumonisinas (FBs) son producidas principalmente por F. verticillioides
(Gelderblom et al., 1988), siendo una serie de amino-polioles de cadena larga (20 carbonos)
esterificados en los carbonos 14 y 15 con cadenas laterales de acidos tricarbalillicos. Las
fumonisinas (FBs), son responsables de la leucoencefalomalacia equina, del edema
pulmonar porcino, ademas de asociarse en humanos con el desarrollo de cancer esofagico y
defectos en tubo neural de recién nacidos en Sudafrica, China y la India (Riley et al., 1994).
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La nixtamalizacion es el método tradicional para la elaboracion de las tortillas de

maiz. Los principales beneficios nutricionales de este proceso implican el aumento de la
disponibilidad de niacina, lisina y calcio. Este tratamiento ha demostrado gran eficiencia en
la descontaminacion de las aflatoxinas (Guzman de Pefa et al., 1995). Las condiciones de
proceso parecen favorecer la hidrolisis de FBs con la generacion de HFB, y HFB,. Estos
compuestos demostraron ser mas toxicos que las FB, y FB, (Abbas y col., 1993). Las FBs y
sus hidrolizados no deberian estar presentes en las tortillas, sin embargo, las principales
variables que afectan el proceso de descontaminacion son: remocion incompleta del
pericarpio, conjugacion de las toxinas a proteinas del maiz, tiempo de coccion y reposo del
nixtamal.
Los objetivos del estudio fueron: (i) determinar la contaminacidn por especies de Fusarium
de la Secciodn Liseola en el maiz almacenado en tortillerias de la ciudad de Zacatecas, y (ii)
evaluar la eficiencia del proceso de nixtamalizacion sobre la reduccion de fumonisinas en
nixtamal, masa y tortilla y la generacion de sus hidrolizados.

Materiales y métodos

Muestreo. Un total de 16 muestras (3 replicas/muestra) de maiz, nixtamal, masa y tortilla
se obtuvieron de 4 tortillerias de la Ciudad de Zacatecas, ubicadas 2 en el centro de la
Ciudad (molinos B y C) y 2 en la periferia de la misma (molinos A y D). Se definio el
método de recoleccidon por conveniencia y no probabilistico, en una Unica fecha de
muestreo (noviembre 2005) y durante las actividades normales de elaboracion y produccion
de los molinos.

Aislamiento e identificacion de especies de Fusarium. De cada muestra de maiz se
tomaron cien granos, los cuales se desinfectaron superficialmente con NaClO al 1% (1
min). Los granos se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se depositaron en el
medio de Nash—Snyder (Nelson et al., 1983). Las muestras se incubaron a 24°C durante 7
dias bajo ciclos de 12h/12h de luz blanca y luz negra, respectivamente. Se determino el
porcentaje de infeccion con especies de Fusarium para luego transferir las mismas al medio
Agar Hojas de Clavel (AHC) y Agar papa glucosado (APG). Para realizar la identificacion
se utilizaron las claves de Nelson et al. (1983).

Determinacion de los niveles de fumonisinas e hidrolizados en maiz, nixtamal, masa y
tortilla. La extraccion y limpieza se realizo de acuerdo a la técnica descrita por Scott y
Lawrence (1996). Se licuan 10 g de la muestra con 50 mL de metanol:agua (8:2 v v™)
durante 2 minutos y se filtran en papel Whatman N°4. Se agrega el extracto a la columna
Supelclean LC-SAX (Supelco) para la separacion de las fumonisinas. La columna C,4-SPE
(Supelco) se utilizd para separar los hidrolizados de las FBs. Las FBs se eluyeron con 1 mLL
de metanol:acido acético (9:1) y los hidrolizados con 1 mL de metanol. Los residuos se
evaporaron a sequedad para ser redisueltos en 100 uL de acetotrinilo:agua (5:5 v v''). Los
soluciones testigo de HFB, y HFB, fueron preparados de acuerdo a la metodologia descrita
por Thakur y Smith (1996).
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Cuantificacion de FB, y FB,. Para la deteccion y cuantificacion de FB, y FB, se sigui6 la
metodologia propuesta por Shephard et al. (1990) modificada por Doko et al. (1995). Una
alicuota de cada extracto se derivatizO con una solucion de OPA/MCE. Las FBs
derivatizadas se analizaron usando un sistema de deteccion de fluorescencia/HPLC fase
reversa. La fase movil empleada fue metanol/fosfato de sodio dihidrogenado 0.1 M (3:1, v
v'"), el pH de la solucion se ajustd a 3.35 con 4cido ortofosforico. El flujo fue establecido en
1.5 mL min"'. Los rangos de excitacion y emision usados fueron 335 y 440 nm,
respectivamente. El Iimite de deteccion de la técnica fue de 1 ug g y el porcentaje de
recuperacion de la técnica fue > 85%. Los tiempos de retencion para las FB, y FB, fueron 3
y 6.3 minutos, respectivamente.

Cuantificacion de HFB, y HFB,. La deteccion y cuantificacion de HFB, y HFB, se
realizd de acuerdo a la metodologia descrita por Thakur y Smith (1996). Una alicuota de los
extractos se derivatizO con OPA/MCE. El sistema cromatografico y la columna de
separacion fueron similares a la metodologia utilizada en FBs. La solucion A de la fase
movil estaba constituida por un mezcla de Acetonitrilo / Agua / Acido Acético (40:59:1 v v’
") y la solucion B en la realacion 60:39:1 v v''. El programa de elusion consistio en un
gradiente lineal entre las soluciones A 'y B con 100% de A al inicio y 100% de B a los 9
minutos. Posteriormente, la fase movil fue acetonitrilo (100%) hasta los 17 min. El flujo
fue de 1 mL min" y los rangos de excitacion y emision usados fueron de 229 y 442 nm,
respectivamente. Los tiempos de retencion para HFB, y HFB, fueron de 13.1 min. y 19.0
min, respectivamente.

Resultados y discusion

Los resultados del presente estudio demuestran que el maiz almacenado en los molinos de
las tortillerfas de Zacatecas presentd alto porcentaje de infeccion con especies de Fusarium
(media 89%; rango 78%-99%), siendo F. verticillioides la especie predominante en todas
las muestras evaluadas seguida por F. subglutinans y F. proliferatum (Tabla 1). Estos
resultados concuerdan con lo informado por otros investigadores a nivel mundial
(Bottalico, 1998). La alta frecuencia de presentacion de F. verticillioides en el maiz
almacenado en Zacatecas, coincide con otros estudios realizados en México, en los estados
de Nuevo Leon (Desjardins et al. 1994), Jalisco (Reyes et al., 2000) y Sonora (Cortez-
Rocha et al. 2003). En distintas regiones geograficas, de climas y cultivares diferentes, la
distribucion de las especies de Fusarium de la Seccion Liseola puede variar. Se ha
demostrado que F. verticillioides tiene una distribucion cosmopolita, no sdlo en climas
hiimedos y templados sino también en regiones tropicales y subtropicales.
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Tabla 1. Incidencia de Fusarium (Seccidon Liseola) en muestras de cuatro molinos de la
ciudad de Zacatecas

. Distribucion de las especies®
Infeccion con

Fusarium spp. F. F F. Otros ®
* verticillioides subglutinans proliferatum nimero®*
ntmero® (%) ntimero® (%) nimero” (%) ntmero® (%) (%)
A 54 (80) 34 (63) 3(5.5 3(5.5 14 (26)
B 54 (78) 47 (87) 2(4) 3(5) 2(4)
C 54 (99) 50 (93) 3(5 - 1(2)
D 54 (99) 11 (20) 9 (17) 4 (7) 30 (56)

Referencia: M: molinos

El ciclo de infeccion propuesto para F. verticillioides en maiz (Munkvold y Desjardins,
1997), describe la posibilidad de que esta especie infecte el cultivo en diferentes estadios de
su desarrollo y pueda encontrarse asociado a las plantas desde etapas tempranas, inclusive
hasta la época reproductiva y cosecha de los frutos. Como parte de las estrategias tendientes
a reducir el impacto negativo dado por la presencia de estos hongos en el cultivo, es
necesario desarrollar variedades de maiz resistentes a la infeccion y practicar la rotacion de
cultivos. La utilizacion de cultivares transgénicos podria reducir la vulnerabilidad del maiz
a las injurias producidas por los insectos y, por ende, a la presencia de especies de
Fusarium y sus micotoxinas. Asi mismo, es indispensable contar con un sistema de
almacenamiento del maiz que retina condiciones minimas para impedir el desarrollo
fangico (Munkvold y Hellmich, 2000).

El contenido de FBs totales en todos los molinos se muestra en la Tabla 2. En los molinos
A, Cy D, el analisis determind que no existid una reduccion significativa entre el maiz y
los productos de este molino (P < 0.05). En el molino B, el contenido de FBs totales fue de
1.16 ug g en el maiz, siendo éste el valor mas alto entre todos. El anélisis estadistico
determind que existid0 una reduccion significativa (P < 0.05) entre el maiz y el nixtamal
(0.923 ug g'), masa (0.988 ug g) y tortilla (0.945 ug g"). Por otra parte, los valores de
FBs totales encontrados en los productos nixtamalizados fueron similares estadisticamente
(P > 0.05). El porcentaje de reduccion de la contaminacion por FBs totales fue del 42.5,
38.4 y 41% para nixtamal, masa y tortilla, respectivamente.
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Tabla 2. Niveles de contaminacién por fumonisinas totales (FB, + FB,) e HFB, (ug g") en

maiz, nixtamal, masa y tortilla

LD paraFBs=1 ug g’

En ninguna de las muestras analizadas se detecto HFB,. Los niveles de FBs totales y de sus
hidrolizados son bajos si se comparan con los reportados por Reyes et al. (2002), quienes
encontraron niveles de FBs totales de 1.47 ug ¢ en nixtamal, 2.95 ug g"' en masa y de 1.41
ug ¢ en tortillas; y niveles de HFB, de 0.524 ug gy de 0.874 ug ¢ en masa y tortilla.
Estudios realizados por Dombrink et al. (2000), demuestran que el proceso tradicional de

Molino A Molino B Molino C Molino D
FB4FB . FB+FB .. FB4FB . FB+FB
2 2 2 2
-1 -1 -1 -1
g g-l Hg e g g-l Hg e g g-l Hg e g g-l Hg e
MAIZ 0980 -  1.605a - 0560  — 0502 -
NIXTA 961 0342 0923b 0032 0499 0064 0511  0.080
MAL
MASA 0970 0320 0988b 0036 0516 0021 0522  0.092
TO&HL 0928 0042 0945b 0017 0504 0030 0528  0.040

nixtamalizacion, cuando cubre los tiempos y temperaturas recomendados de coccidn,
reducen significativamente la contaminacion de FB, (0.50 ug g') y de HFB, (0.36 ug g"),
teniendo previamente una contaminacion del maiz de 8.79 ug g'. Estos resultados son
comparables a los encontrados en el presente estudio, sin embargo debe mencionarse que el
nivel de contaminacion inicial del maiz procesado en los molinos de Zacatecas fue menor.
Sydenham et al. (1995) han reportado que el proceso de nixtamalizacion reduce el
contenido de fumonisinas dependiendo del grado de remocion del pericarpio, sin embargo,
otros estudios demuestran la posible conjugacion de estos compuestos a proteinas del maiz.
El contenido final medio de FBs + HFB, representd el 44% de la concentracion inicial de
FB1 presente en el maiz almacenado.
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Conclusiones

El maiz almacenado en los molinos del estado de Zacatecas presentd alto porcentaje de
infeccion con especies de Fusarium, siendo la especie de mayor presentacion F.
verticillioides, seguida de F. subglutinans y F. proliferatum. Se determind contaminacion
por fumonisinas, los niveles de FBs totales e HFB1 en los productos nixtamalizados se
consideran aceptables para el consumo humano. La nixtamalizacion del maiz generd la
formacion de hidrolizados de fumonisinas B, (HFB,) en los productos nixtamalizados, sin
embargo, bajo condiciones adecuadas del proceso disminuyeron los niveles de
contaminacion.
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