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RESUMEN

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas constituidas por una cadena lineal
.hidrocarbonada con grupos alcohol y amino, quimicamente son diésteres del
acido tricarbalilico-1,2,3-propano y del 2-amino-12,16-dimetilpolihidroxicosano. De
los siete andlogos que han sido identificados, en sélo tres de ellos se ha reportado
su incidencia y son consideradas de mayor importancia debido a los danos que
ocasionan al contaminar los granos de diversos cereales y por las enfermedades
que provocan en humanos y en animales, estos son: fumonisina By (FB,),
fumonisina B; (FBy) y la fumonisina B3 (FB3). El nombre quimico de la Fumonisina
B, es: Acido 1,2,3-propanotricarboxilico,1,1’-(1-(12-amino-4,9,11-trihidroxi-2-
metiltridecil)-2-(1-metilpentil)-1,2-etanodiil)éster. '

Este grupo de toxinas es producido principalmente por hongos del género
Fusarium, el cual esta distribuido en todo el mundo en las zonas tropicales con
climas preferentemente calidos.

La FB; es hepatotéxica y hepatocarcinogénica en ratas, promueve
leucoencefalomalacia en ganado equino, produce edema pulmonar en cerdos y ha
sido asociada con una alta incidencia de cancer de esdfago en humanos,
particularmente en Sudéafrica y en la Reptiblica Popular China.

La finalidad de la presente investigacion fue la de identificar y cuantificar los
niveles de FB, en muestras de maiz comercial expendidas en ¢l Valle de México y
en muesiras de maiz blanco y amarillo de valor acrecentado, conocidas también
como QPM por sus siglas en inglés (Quality Protein Maize), con resistencia a F.

moniliforme.



En las muestras de maiz amarillo se observd que los mayores dafios se
presentaron por hongos con un intervalo de 2.4 % a 14 %. En el analisis quimico
proximal todas las muestras cubren con las especificaciones requeridas y en lo
que respecta a FB, el contenido varié desde 0.19 ppm hasta 33.70 ppm. En las
muestras de maiz blanco se observé que la mayor proporcion de dafios, es en
dafio por hongos con un minimo de 2.3 % y un maximo de 11.3 %, en el andlisis
quimico proximal todas las muestras cumplieron con las especificaciones
requeridas y del contenido de FB, ha de mencionarse un intervalo de valores de
0.66 a 38.59 ppm. En las muestras testigo se observé que el maiz azul exhibe
porcentajes de dafios bajos en color, insectos y granos chupados y no presenté
problemas por dafnos por hongos; su andlisis proximal no cumple la especificacion
minima para % de protefna y por lo que toca a la concentracién de FB, no se
detecté en esta muestra; el maiz amarillo de Sinaloa presenta danos en color y
grano quebrado, cumple con todas las especificaciones fisicoquimicas y en esta
muestra tampoco se detectd FB, y, finalmente, el maiz blanco de Toluca, presentd
sus mayores porcentajes de dafios fisicos en color y grano quebrado, cumplié con
todos .los requerimientos fisicoquimicos establecidos y fue la unica muestra

testigo que presenté contenido de FBy.con un valor de 15.80 ppm.
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I. INTRODUCCION

Las fumonisinas han sido identificadas recientemente como un grupo de
micotoxinas que contaminan naturalmente al maiz y otros cereales y leguminosas.
Su importancia radica en que se les han asociado con diversos trastornos y
enfermedades multiples en animales.

El efecto de las fumonisinas en humanos ha sido dificil de establecer, pero
diversos estudios epidemioldgicos demuestran que en ciertas areas de Sudafrica y
China se han presentado elevados indices de cé&ncer esofagico, los cuales son
cuarenta veces mayores que en el resto del mundo.

Para su identificacién y cuantificacion se han desarrollado diversos métodos
analiticos, que incluyen la cromatografia en capa fina, cromatografia de liquidos y
mas recientemente cromatografia de liquidos acoplada a la espectrometria de
masas, que ofrece la mejor sensibilidad de esta serie de métodos y la ventaja
principal de, a la vez, cuantificar, identificar y corroborar la estructura de los
compuestos que se estén analizando.

El tratamiento alcalino con hidréxido de calcio Ca(OH). asi como la aplicacién de
calor humedo, reducen los niveles de fumonisinas, pero se producen las formas
hidrolizadas de la toxina, originandose un producto que no pierde la toxicidad de la
molécula original.

Actualmente las estrategias para combatir y reducir’la incidencia y brotes de esta

toxina, incluyen la competencia microbiana a nivel de campo contra otras bacterias
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productoras de toxinas, asi como el uso de radiacién ultravioleta en el grano de
maiz entero y en alimentos procesados.

Es preciso acotar que en nuestro pais no existe una Norma Oficial respecto al
control de fumonisinas, ni se ha establecido un método oficial para la deteccidn y
cuantificacién de las mismas, por lo que el método aqui empleado (OPA) propio de
la cromatografia de liquidos, puede proveer las bases para el monitoreo, deteccién
y un futuro establecimiento como método oficial para la cuantificacién de esta

toxina.
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ll. ANTECEDENTES

2.1 Biologia de Fusarium

Fusarium spp. es uno de los principales grupos de hongos que producen
micotoxinas, agrupado dentro de la subdivision Deuteromycotina.

La clasificacion taxonomica de este género es la siguiente:

Divisién: Eumycota. Orden: Moniliales.
Subdivision: Deuteromycotina. Familia: Tuberculareacea.

Clase: Hyphomycetes

Sin embargo su compleja taxonomia obligdé a dividir este género en doce
secciones, de acuerdo a Wollenweber & Reinking:

Eupinnotes, Spicarioides, Arachnites, Sporitrichiella, Roseum, Arthrosporiella,
Gibbosum, Discolor, Lateritium, Liseola, Elegans, Martiella-Ventricosum

(Nelson , et al; 1983).

Los criterios usados para efectuar esta division fueron:

Presencia o ausencia de microconidios, la forma de los microconidios, la presencia
o ausencia de clamidosporas, su localizacién, la forma de los macroconidios y la
forma de la célula basal de los macroconidios.

Las principales especies caracterizadas por ser patdgenas y toxigénicas en
animales, plantas o humanos se concentran en cuatro secciones, las cuales son:
Sporotrichiella, Gibbosum, Discolory Liseola.

La seccidn Liseola, que comprende las especies F. moniliforme, F. proliferatumy
F. subglutinans, es utilizada para separar especies de un género amplio en

unidades mas pequenas con caracteristicas similares, distinguiéndose por la
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morfologia y modo de formacion de los microconidios y en particular porque no
forman clamidosporas.

La especie representativa y mas importante en esta seccién es F. moniliforme,
cuyas caracteristicas microscépicas son las siguientes:

2.2 Caracteristicas microscopicas

Algunas de las caracteristicas microscdpicas son:

Conidios.- abundantes y por lo general son células solas, ovales o con forma de
baston; los macroconidios son escasos y forman cadenas largas y falsas cabezas.
Conididforos.- se presentan solamente monofialides.

Clamidiosporas.- ausentes.

(Nelson, ob cit; 1983).

2.3 Distribucion de F. moniliforme

F. moniliforme es un hongo distribuido ampliamente en todo el mundo y ha sido
aislado de una gran variedad de plantas hospederas como sorgo, cafia de azucar,
trigo, arroz, cebada e higo.

Esta predominantemente asociado al maiz (Zea mays L.) y se ha aislado con
frecuencia de semillas y de productos de consumo basico para el hombre y
animales. Su incidencia es mayor en climas tropicales y subtropicales.

La presencia de este hongo en el hombre y animales se asoci6 a enfermedades
de etiologia alimentaria desde que fue descrito originalmente en 1904. A principios
del siglo XX se relaciond con la incidencia de enfermedades de animales que
ingirieron maiz enmohecido en los Estados Unidos de Norteamérica, en los cuales
las pezunas del ganado vacuno y los cascos de los caballos se desprendian, los

cerdos perdian pelo, los pollos perdian plumas y algunos animales desarrollaban
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convulsiones y, en general, un alto porcentaje de los animales infectados moria;
en tales casos F. moniliforme fue el hongo comunmente asociado a esas toxicosis
alimentarias (Nelson, et al, 1993).

Desde 1934 en la region noreste de los E.U. murieron mas de cinco mil caballos a
causa de consumo de maiz enmohecido. En 1960 en la Gran Bretana se presento
un brote de pavos enfermos a consecuencia de consumo de cacahuates
importados de Brasil. Durante 1992 se reportd que el maiz importado de E.U. y de
Argentina a cargo del gobierno de Sudafrica, estaba contaminado con FB,, a
través de analisis posteriores del maiz, presentando el maiz argentino niveles de
0.31 ppm, mientras que el estadounidense presenté 2.35 ppm.

Asi mismo se ha reportado alta incidencia de F. moniliforme en maiz cultivado en
Venezuela, en Colombia y en Costa Rica ( Bullerman; 1998).

Por lo que a México respecta existe un estudio de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn, en 1994 a cargo del doctor Hugo Luna Olvera, en el cual reportan
maiz contaminado con F. moniliforme en los municipios de Apodaca y Cadereyta
encontrando niveles hasta mil doscientas veces lo permisible (Santamaria; 1994).
También en México, en el ano de 1997 el doctor René Rosiles y colaboradores, de
la Facuitad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, estudiaron un brote
de leucoencefalomalacia equina en burros de diversos municipios del estado de
Oaxaca, asociado a la FBy (Rosiles, et al; 1998).

2.3.1 Colonizacion del maiz en el campo

F. moniliforme es capaz de colonizar maiz en todos los estados de desarrollo y en
distintos érganos tales como el tallo, la raiz, las mazorcas y los granos. En muchos

casos, aunque esta presente, no es visible al no causar dainos aparentes. La
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infeccion asintomatica puede existir en toda la planta y ser transmitida por las

semillas, desarrollando una infeccion sistémica (Munkvold y Desjardins; 1997).

El ciclo de infeccién de F. moniliforme en maiz es complejo y las vias de infeccion

son diversas. F. moniliforme es un sapréfito que puede sobrevivir en restos de

cultivo de maiz infectados, de esta manera, en el suelo puede infectar la raiz y el

tallo de las plantas y, en general, su entrada es favorecida por dano mecanico o

danos por insectos. Las vias mas comunes de infeccion son mazorcas y granos,

donde también causa pudricién en tejido. En las mazorcas la infeccion por otros

hongos, el dafno mecanico o por insectos, puede predisponer la entrada de F.

moniliforme. La infeccion en el tejido dainado a menudo ocurre debido a la

transmision del hongo por aire o por liuvia (Munkvold y Desjardins, ob cit, 1997).

Los caminos por los cuales F. moniliforme puede infectar a los granos de maiz

son:

a) Durante la floracion.- alli las mazorcas de maiz son mas susceptibles a la
infeccién por F. moniliforme, el hongo parece entrar por el pistilo, crecer sobre
el pericarpio y por tanto en el grano.

b) A través de las hifas.- quienes penetran a través de fisuras en la superficie del
pericarpio y por ende crecer en el interior del grano.

c) Las hifas.- pueden entrar por el grano en puntos donde emerge la pléntﬁla y
asi el micelio puede crecer por este camino y tener acceso directo al tejido del

embrién.
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2.3.2 Colonizacion del maiz durante el almacenamiento

En las semillas infectadas que son almacenadas bajo ciertas condiciones puede
continuar el crecimiento del hongo. La temperatura y la actividad del agua (a,) son
dos factores esenciales en la colonizacion por hongos en el almacenamiento de
los granos. En el caso de F. moniliforme, las condiciones 6ptimas de crecimiento
fueron: a,, de 0.98 a 0.994 y 25°C a 30°C, en tanto que F. proliferatum fueron a,
de 0.994 y de 25°C a 30°C. El intervalo minimo de crecimiento se encontré en
aw de 0.89 a 0.90 en la temperatura 6ptima, no observando crecimiento en 40°C a
45°C. El valor 6ptimo de pH y temperatura para el crecimiento fue a pH de 5.5 y
25°C para F. proliferatum y un pH de 7.0 y 30°C para F. moniliforme. Hay que
sefalar que en estas condiciones optimas ocurre también la germinacién de los
microconidios (Marin, et al, 1995).

Otros estudios han mostrado que ambas especies de Fusarium son capaces de
colonizar granos de maiz viables en amplios intervalos de a,, y producir varias
enzimas hidroliticas; de ellas la a-D-galactosidasa, B-D-glucosidasa y la N-acetil-p-
D-glucosaminidasa, fueron las enzimas predominantes; se sugiere, ademas, que
la produccién y cuantificacion de las mismas pueden ser indicadores importantes
de la colonizacion de F. moniliforme y F. proliferatum en el maiz, ya que aumentan
durante esta. Ambas especies de Fusarium son dos importantes colonizadores del
maiz y se han aislado tanto antes como después de la cosecha, asi como durante
el almacenamiento. Para establecerse habran de competir efectivamente contra
otros colonizadores, tales como ciertas especies del género Aspergillus (A. flavus,

A. nigery A. ochraceus) y Penicillium (P. implicatum).
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En a, de 0.93 a 0.95 y con temperatura de 15°C hay una inhibicidn mutua por
parte de ambas especies de Fusarium, al encontrarse colonizado por A. niger, A.
ochraceus, A. flavus y P. implicatum. En a. de 0.98 y 25°C ambas especies de
Fusarium inhiben el crecimiento de A. ochraceus y P. implicatum, pero a cambio,
son dominados en las mismas condiciones por A. flavus y por A. niger,
observando una reduccion tanto de crecimiento como del porcentaje de infeccion
de granos de maiz, alcanzando disminuciones del 45 y 30% respectivamente tras
dos semanas, y de casi un 80% tras cuatro semanas en ambas especies

(Marin, et al, 1998).

2.4 Produccicn de toxinas

Las micotoxinas son metabolitos fungicos que son toxicos al ser consumidos por
animales y desde luego por humanos. Estas pueden acumularse en general en
cereales, en leguminosas y en otros alimentos cultivados en el campo, asi mismo
en los granos durante su transporte.

Las cepas de F. moniliforme producen varias toxinas y compuestos con accién
fitohormonal, entre los que destacan el acido fusarico, fusarinas, giberelinas,

moniliformina, zearalenona, tricotecenos y fumonisinas.

= Acido Fusarico

Es el acido 5-n-butilpiridina-2-carboxilico, el cual es producido en grandes
cantidades y ha sido aislado a partir de tejidos de plantas infectadas. La aplicacion
de este acido en las plantas induce un aumento en la pérdida de agua y el paso de
solutos, a consecuencia del dano en las membranas celulares. Esta toxina tiene

actividad de quelante de metales pesados, especialmente el hierro, resultando en

10
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una inhibicién de enzimas como la porfirina-oxidasa. El resultado final es la

disminucién de la respiracion de la planta.

= Fusarinas

En 1983 se mostré que las cepas de F. moniliforme, aisladas a partir de maiz de la
provincia de Transkei en Sudafrica, producian compuestos mutagénicos en el
ensayo de Salmonella, de los cuales el principal compuesto mutagénico purificado
fue identificado como fusarina. Estas toxinas pueden causar una serie de
trastornos entre los cuales figuran la pudricion de mazorca en el maiz y pudriciéon
con formacién de costras en el trigo, los cuales afectan el crecimiento y la
produccion de las cosechas, llegando a estimar pérdidas del orden de los billones
de ddlares. La fusarina también es conocida como micotoxina T2, la cual puede
producir por contacto directo inflamaciones extensivas y necrosis de tejidos, asi
como la exposicion tépica ha llevado a toxicidad sistémica y a la muerte en los
animales utilizados en experimentos. Esta toxina es considerada en la literatura
de guerra nuclear, biolégica y quimica, como agente de guerra biolégica

(Bacon & Williamson; 1992).

= Giberelinas

Caracterizadas originalmente como promotores de crecimiento en las plantas, se
sabe que pueden aumentar el crecimiento de F. moniliforme, el cual podria influir
indirectamente en la patogenicidad; se ha propuesto, ademas, que este regulador

de crecimiento puede controlar la produccion de toxinas al incrementar la biomasa

fungica.
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» Moniliformina

Es la 1-hidroxiciclobut-1-eno-3,4-diona, y solamente es producida por un pequefio
porcentaje de cepas o, incluso, F. moniliforme no llega a producila. Es un
compuesto altamente toxico que causa una muerte rapida y lesiones patolégicas
que incluyen degeneracion del miocardio y necrosis en animales de

experimentacion.

= Zearalenona

Es una lactona del acido fenilico resorcilico, producida por cepas de F.
moniliforme, F. graminearum y F. equiseli. Se encuentra principaimente en maizy
trigo y es posible encontrarla en cebada y piensos. Su importancia radica en los
multiples efectos que promueve en diversos animales a nivel hormonal, glandular

y en el aparato reproductor de hembras y machos.

» Tricotecenos

Son un grupo de micotoxinas producidas por una amplia variedad de diferentes
especies de Fusarium y son las de mayor diversidad estructural. Quimicamente
son sesquiterpenos triciclicos con un sistema de anillo basico 12, 13-epoxi-
tricotec-9-eno. A estas micotoxinas se les subdivide en cuatro subclases: ‘

Tipo 1 que poseen otro grupo funcional diferente a la cetona en la posicion C-8;
Tipo 2 que posee una cetona en la posicién C-8; Tipo 3 que presentan un segundo
grupo epoxi en las posiciones C-7, 8 o C-9, 10y, finalmente el Tipo 4 que contiene

un anillo macrociclico entre las posiciones C-4 y C-5 con dos ésteres de union.
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Debe senalarse que un gran nimero de tricotecenos son producidos en mezclas
por Fusarium spp., lo cual origina una identificacién dificil de la toxina. Estas
toxinas son inmunotdxicas y potentes inhibidores de la sintesis de proteinas, lo
cual predispone a los animales a ofras enfermedades, enmascarando otras
toxicosis; los porcinos y otros animales monogastricos, incluyendo al hombre, son

mas susceptibles a estas toxinas (Builerman; 1998).

= Deoxinivalenol

Es un tricoteceno producido principalmente por F. moniliforme, conocido también
como vomitoxina, debido a los efectos de rechazo al alimento contaminado y
vomito que se induce. Se ha asociado a brotes de micotoxicosis en humanos
caracterizado por anorexia, nausea, vomito, cefalea, dolor abdominal, diarrea,

escalofrios y convulsiones.

=  Fumonisinas

Estas toxinas fueron reportadas y caracterizadas por primera vez por un grupo de
investigadores en Sudafrica en 1988, y de manera independiente por otro
grupo de investigacion en Nueva Caledonia; presenta una estructura de un
monoéster del acido propano-1,2,3-tricarboxilico y del 2,4,5,13,14-penta-

hidroxi-heptadecano (Figura 1).
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CQaH
COzH =0
H H
CHsa O CH 3 OH NH2
o= COzH

COz2H

Figura 1. Estructura quimica de la FUMONISINA B,
(Kellerman, et al; 1990)

C34H59N O 15; 721 g/mol.
Nombre quimico

Acido 1, 2, 3- propanotricarboxilico, 1, 1'- (1- (12-amino-4, 9, 11- trihidroxi-2-
metiltridecil)-2-(1-metilpentil)-1, 2 -etanodiil) éster.

Propiedades fisicas y quimicas

Punto de Ebullicién: No hay datos establecidos.

Punto de Fusion: No hay datos establecidos.

Densidad / Gravedad especifica: No hay datos establecidos.

Indice de Refraccion: No existen datos establecidos.

Solubilidad en Agua: FB, ha sido disuelta en agua y en solucién salina con 5% de
etanol (Kellerman, ob cit, 1990) para evaluaciones toxicoldgicas.

Solubilidad en otros solventes: FBi ha sido disuelta en metanol y en acetonitrilo

(Gelderblom, et al, 1991), para evaluaciones toxicologicas.
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Reactividad quimica: FB, es inestable en metanol cuando se almacena por largos
periodos (Wilson, et al, 1991).

Riesgos de inflamabilidad: No existen datos establecidos.

2.5 Registro toxicologico

Las fumonisinas fueron registradas por la Administracion de Farmacos y
Alimentos, Food Drugs Administration FDA, de los Estados Unidos de
Norteamérica en septiembre de 1991. Dicho registro estuvo basado en los efectos
potenciales y adversos de dichas toxinas en humanos al consumir productos de
maiz contaminados o bien, animales que han sido expuestos a las toxinas.

La FDA descubrié que las fumonisinas son micotoxinas producidas por ciertas
especies del género Fusarium moniliforme, el cual es un hongo que comuinmente
se presenta en el maiz y otros productos agricolas, ademas de estar asociado con
Leucoencefalomalacia equina (LEMA), Edema puimonar porcino (EPP) y Cancer
de eséfago en humanos. (Osweiler, et al; 1993).

2.6 Produccién y usos.

Las fumonisinas no son producidas comercialmente, estas micotoxinas son
aisladas y purificadas del hongo F. moniliforme, por diversos laboratorios para
propdsitos de investigacion, con unos intervalos de pureza del 90 al 98 % (Pittet,
et al; 1992).

También son toxinas que pueden estar de manera natural como contaminantes de
los alimexjatos y que pueden ser ingeridos por consumidores en los productos de
maiz y sus derivados; sin embargo aunado a ese tipo de exposicion, los
consumidores pueden estar expuestos indirectamente a la toxina mediante el

consumo de animales que han ingerido alimentos contaminados. En muchos
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casos la FBy ha sido encontrada en altos niveles en el maiz y otros alimentos
contaminados con F. moniliforme obtenidos de areas con elevada incidencia de
céancer de esofago y brotes de LEMA y EPP.

En cuanto a los efectos toxlcoldgicos en humanos no han sido encontrados datos
de efectos plenamente establecidos, sin embargo diversos reportes indican que la
ingestion de granos contaminados con FB; por humanos esta estrechamente
relacionado con una muy elevada incidencia de cancer de esdfago.

Se cree que la exposicion con fumonisinas también puede causar lesiones
pancreaticas en cerdos y hepatotoxicidad y se encontré que inhibe la biosintesis
de esfingolipidos en ratas y se ha asociado a un trastorno peritoneal en pollos. No
se ha encontrado una disposicion quimica, reproductiva o de efectos teratogénicos
en animales (Sydenham, et af, 1992).

2.7 Generalidades del maiz

El maiz (Zea mays L.) es una planta de la familia de las gramineas y es la mas
conocida y de mayor importancia econémica en México y en muchos otros paises
del mundo. Aunque es originaria de las regiones tropicales de América, esta muy
difundida en todo el mundo, ocupando el Tercer Lugar en la produccién mundial,
detras del trigo y del arroz. Esta plantaﬁtiene importancia en la alimentacion animal
tanto por su forraje como por sus granos enteros, molidos o quebrados, los cuales
son sumamente nutritivos. El maiz desempefia un papel importante en la industria
ya que se procesa un gran nimero de productos y subproductos tales como
aceite, almiddn, explosivos, plasticos, jabdn, glicerina, emulsiones, productos
medicinales y productos farmacéuticos, sin dejar atras los multiples productos

alimenticios (INEGI, 1X Censo Agricola-Ganadero; 2001).
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El grano de maiz estd compuesto por cuatro partes principales las cuales son:
cascara o salvado (pericarpio y cubierta de la semilla), germen, endospermo y
pediculo. El grano de maiz es de color muy variable, presentando tonalidades
uniformes o variadas y abarca desde el blanco al pardo oscuro o purpura, siendo
los colores mas comunes el blanco y el amarillo. El salvado constituye 5-6% del
grano, el germen es relativamente grande con un 10-14% del grano y el resto
corresponde al endospermo. Sus proteinas se localizan en el endospermo en
forma de cuerpos proteicos discretos ademas de una matriz proteica. Los cuerpos
proteicos estan compuestos fundamentalmente por una prolamina llamada zeina;
el endospermo contiene alrededor del 5% de albuminas y globulinas, 44% de
zefna y alrededor del 20% de glutelinas (Hoseney; 1988).

El maliz representa en muchos paises, como el nuestro, el principal alimento para
gran parte de la poblacién, sobre todo la de escasos recursos econémicos, siendo
consumido en formas muy variadas tales como tortillas, tamales, atole, pinole, etc.
Sin embargo, y al igual que otros cereales, es rico en carbohidratos pero deficiente
en proteinas, tanto en calidad como en cantidad. En el ambitc mundial, el cultivo
de maiz se eleva a 134.2 millones de hectareas (ha), lo que aporta una cosecha
de 559.3 millones de toneladas/aiio. Los principales productores son Estados
Unidos, China, Brasil, Argentina, Sudafrica y Europa.

2.7.1 Importancia del maiz en México

En lo que respecta a México, el maiz representa mas de la mitad del volumen total
de alime‘ntos que se consumen en el pais, ya que aproximadamente son 14

millones de toneladas las destinadas a consumo humano.
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La mayor proporcién del mismo (62.7%) se destina al consumo directo y no entra
a los canales de comercializacion e industrializacién, sin embargo, la
transformacién industrial del grano es relevante y, en general, puede clasificarse
en tres grupos: ‘

1. Tortillas, masa y harina nixtamalizada (cerca de 10.5 millones de toneladas de
maiz se consumen en forma de tortillas), estos productos concentran la mayor
proporcién del maiz industrializado y prioritario para la alimentacién nacional.

2. Derivados (almidones, féculas, levaduras, glucosa, dextrinas, etc.) empleados
principalmente como insumos de la industria quimica, farmacéutica, papelera,
cervecera y alimentaria.

3. Productos preparados como hojuelas para desayunos y frituras de maiz.

(INEGI, ob cit; 2001).

2.7.2 Produccion de maiz en México

De los 31.3 millones de ha disponibles para produccion agricola del pais, de los

cuales 26.6% es de riego y un 73.4% es de temporal, cerca de 15 millones de ha

se destinan al cultivo de cereales como maiz, trigo, sorgo y cebada y, alrededor
de 2 millones de ha se destinan al cultivo de frutas y vegetales. Hacia 1998 en los
ciclos Primavera-Verano (P-V) y Otoﬁg—lnvierno (O-1), se destinaron 9.3 millones
de ha para cultivo de maiz. El 80% de la produccién se recolecta en el primer

ciclo, que en su mayoria es de temporal, mientras que en el segundo ciclo el 80%

de los cultivos son irrigados de manera artificial. | En la produccion nacional

destacan los estados de Chiapas, Jalisco, Veracruz, Tamaulipas, Sinaloa y

Michoacan.
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La produccién anual por ambos ciclos es de 16.5 a 19 millones de toneladas, en
su mayoria el maiz producido en México es de variedad blanca y el de importacién
es de variedad amarilla.

De tal produccién hay que considerar ademas las pérdidas producidas debido a la
falta de controles de calidad durante el almacenamiento. Se han reportado casos
de contaminacién del maiz con micotoxinas en Tamaulipas, Baja California Sur,
Sonora, Veracruz y Sinaloa, sin embargo, la distribucién geografica de la
contaminacién por micotoxinas no se ha establecido en nuestro pais.

Los dafos causados por plagas son enormes, ya que alrededor del 7 y hasta un
20% del total de la cosecha de maiz, son mermas, lo que equivaldria a 40
toneladas perdidas /ano (INEGI, ob cit; 2001).

Desde la década de los 60s. era buscada una fuente natural que mejorara la
calidad proteinica del maiz y surge, a la postre, un grupo de maices mutantes que
se denominarfa “Opaco-2", cuyo contenido de Lisina fue 3.4% de la proteina del
endospermo (mas del 70% que un maiz normal), mientras que el contenido de
Triptofano se duplico.

Ya para la década de los 80s. se formé un maiz opaco modificado o bien
denominado Maiz de Calidad Proteinica (MCP) que superé algunas deficiencias
del opaco original, tales como un endospermo cristalino y una mejora en los
rendimientos agronémicos.

Las muestras de maiz empleadas en la presente investigacion, provienen de la
formaciér; de nuevos maices mejorados apropiados para diferentes usos

industriales cuyas caracteristicas principales son:
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1. Lineas y Poblaciones de maices con porcentajes de Lisina y Triptofano en su
endospermo de 0.44% y de 0.111% respectivamente, lo cual representa mas
del doble de los contenidos de estos aminoacidos respecto a un maiz normal.

2. Ligera reduccion de la Calidad Proteinica.

3. Rendimientos tortilleros de entre 1.5 a 1.6 kg / kg de maiz; siguiendo el
proceso de nixtamalizacién, un maiz normal proporciona de 1.4 a 1.5 kg/ kg de
maiz.

4. Al evaluar la calidad de la proteina, se estudié un grupo de ratas con el grano
sin tratar, tanto con tortillas de maiz normal como MCP, mostrando mejores
valores de ganancia de peso y de Relacidon de Eficiencia de la Proteina (PER)
para los casos de MCP.

Se estima por ello que el consumo de estos maices producird un elevado y

relevante impacto en el nivel nutrimental de los mexicanos.

2.8 Antecedentes en los anadlisis de las fumonisinas

Existen una serie de métodos desarrollados para la determinacién de esta toxina

en el maiz y productos derivados, de entre los cuales destacan: cromatogratia de

gases, cromatografia de liquidos, cromatografia de capa fina y cromatografia de
liquidos-espectrometria de masas.

a) Cromatografia de gases.- se reporta un método por Plattner y col. en el cl:la| se

hidroliza la fumonisina por medio alcalino, provocando una ruptura y formacién de

un amino-pentol, el cual se aisla empleando una resina y quimicamente es
convertida en un derivado para su posterior andlisis. Con la aplicacion de este

método es capaz de detectar concentraciones del orden de 10 ng / g como limite
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de deteccion. El empleo de estos métodos, implican la manipulacion de la
muestra, tales como hidrdlisis, limpieza y derivatizacion.
b) Cromatografia de liquidos.- se aprovecha la peculiaridad de que las
fumonisinas son solubles en agua y en disolventes polares, para llevar a cabo la
determinacion a través de fase inversa. Ademas se debe considerar que las
fumonisinas carecen de grupos croméforos y que no fluorescen por si mismas,
requiriendo de la formacion de un derivado.
Los métodos empleados se basan en que el extracto de maiz debe ser purificado
a fin de remover impurezas y para concentrar a las fumonisinas; para ello se
emplean cartuchos de extraccion en fase solida, de fase inversa, de intercambio
anidénico y columnas de inmunoafinidad. En todas ellas es importante el monitoreo
y ajuste del pH para una adecuada retencién y recuperaciones reproducibles.
Casi todas esas columnas implican la reaccién de una amina primaria; entre esos
métodos figuran: Fluorescamina, OPA (orto-ftaldialdehido), NDA (naftlen-2,3-
dicarboxialdehido), FMOC (9-fluorenil-metil cloroformato) y el NBDF (4-fluoro-7-
nitrobenzofurazano. De tales métodos mas del 90 % de laboratorios que analizan
fumonisinas, reportan el uso del método de OPA, en esencia porque ofrece un
limite de deteccidn de hasta 50 ng / g., es un método de analisis rapido,
reproducible y con la mejor sensibilidad, el inconveniente es que el derivado
formado es estable en un periodo de tiempo muy breve de cuatro minutos tras su
preparacion, tras el cual disminuye drasticamente la respuesta de la fluorescencia.
d) Cromatografia de capa fina.- estos métodos existen como una alternativa para
las determinaciones de fumonisinas en menor tiempo, extraidas en columnas

de la misma manera que para cromatografia de liquidos, implican el uso de
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placas de silica modificada o de silica en fase normal, usando diversos
disolventes para su elucidn. Los primeros métodos ofrecian un limite de
deteccion de hasta 0.1 mg / g; sin embargo, empleando fluorescamina en las
placas a modo de spray y posterior andlisis en UV, se mejoré ampliamente la
sensibilidad del método, detectando hasta 100 ng/g.

e) Cromatografia de liquidos-espectrometria de masas.- a través de esta técnica,
se efectua el analisis sin la necesidad de la formacién de un derivado, ademas
provee la confirmacion de la presencia de fumonisinas. Una de las ventajas de
esta técnica, es que las particulas en la interfase son capaces de proporcionar
un espectro de ionizacién quimico, el cual genera amplia informacion
estructural. A su vez se obtiene un limite de deteccién de 0.8 ng/ g.

( Wilkes, J.G. & Sutherland, G.S., 1998)

2.9 Generalidaes sobre Cromatografia

Cromatogramas

Si un detector responde a la presencia del analito, se coloca al final de 1a columna,

y se representa su senal en funcién del tiempo, se obtienen una serie de picos

(graficas) denominadas cromatogramas, muy ltiles en el analisis cualitativo y

cuantitativo. La observacién de un cromatograma pone de manifiesto su

semejanza con las curvas gaussiana§ o de distribuciéon normal que se obtienen
cuando se grafican valores repetidos de una medida en funcién de la frecuencia
de su aparicion. De manera semejante, la forma gaussiana de un cromatograma
puede atribuirse a la combinacién aditiva de los movimientos al azar de miles de

particulas de soluto en la zona cromatografica. El ancho de la curva esta
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directamente relacionado con el tiempo de retencién del soluto en la columna e
inversamente proporcional con la velocidad a la cual fluye la fase moévil.

La efectividad de la columna, a su vez, es un parametro que depende, en parte, de
-las velocidades con ias que se eluyen ambas especies, pero a su vez, dichas
velocidades estan determinadas por la magnitud de las constantes de los
equilibrios de distribucién de las especies entre ambas fases (Lindsay; 1992).
Tiempo de retencion y tiempo muerto

Se denomina tiempo de retencién al tiempo que transcurre después de la
inyeccion de la muestra para que el pico del analito alcance el detector. El tiempo
muerto es el tiempo necesario para que, en promedio, la fase mévil pase a fravés
de la columna, con ello la especie no retenida alcanza el detector (Lindsay, ob. cit;
1992).

Columnas para Cromatografia

Las columnas para Cromatografia de Liquidos se construyen de acero inoxidable
de diametro interno uniforme, cuya longitud oscila entre 10 y 30 cm y los tamanios
de particula de los rellenos mas comunes son de 3, 5 y 10 um. Las columnas
presentan la ventaja de la rapidez y un minimo consumo de disolvente, que deben

ser de alta pureza y por ende son muy caros.
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Tipos de rellenos de columna
Existen dos tipos basicos de rellenos de columna el pelicular y el de particula
porosa. El relleno pelicular consiste en bolas de vidrio o de algun polimero en cuya
superficie se deposita una capa delgada y porosa de silice, alimina o algunas
resinas de intercambio idnico, que pueden ser también tratadas quimicamente
para obtener una capa superficial organica. Por lo regular este tipo de rellenos se
emplean en las pre-columnas. Por otro lado, los rellenos de particula porosa estan
conformados por microparticulas porosas con diametros de 3 a 10 mm. Y con
menor dispersion entre ellas. Estadn elaboradas de silice, alimina o resinas de
intercambio idnico, siendo la silice el material mas comun (Lindsay, ob cit; 1992).
Detectores
En esta técnica no existen detectores tan aplicables universaimente ni tan fiables,
a diferencia de la cromatografia de gases. Son de dos tipos basicos: detectores
basados en una propiedad de la disolucién y detectores basados en una
propiedad del soluto. En el primer caso los detectores responden a una propiedad
de la fase movil, tal como el indice de refraccién, la constante dieléctrica o bien la
densidad. En el segundo grupo responden a alguna de las propiedades del soluto,
tales como la absorbencia, UV, fluorescencia o bien la intensidad de difusion, que
no son propias de la fase moévil ’
Detectores de fluorescencia
Estos tipos de detectores son semejantes en disefio a los fluorimetros y
espectrofotometros; en la mayoria de ellos, la fluorescencia se detecta por medio

de un detector fotoeléctrico colocado perpendicularmente respecto al haz de
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excitacion. Los detectores mas sencillos utilizan una fuente de excitacién de
mercurio y uno o mas filtros para aislar la radiacion fluorescente.

Una ventaja inherente a los métodos de fluorescencia es su alta sensibilidad, que
resulta ser mas de un orden de magnitud mayor que la de los sistemas de
absorbencia. En la cromatografia de liquidos, se ha aprovechado esa ventaja para
la separacion y determinacién de los compuestos fluorescentes de las muestras.
Dichos compuestos, estan relacionados con frecuencia, con el analisis de
materiales, farmacéuticos, productos naturales, muestras clinicas y productos de
petrdleo. Muchas veces, el nimero de especies fluorescentes puede aumentarse
mediante tratamientos previos de las muestras con reactivos que originan
derivados fluorescentes (Lindsay, ob cit; 1992).

. Las variaciones en la intensidad de luz, causadas por la absorcién UV-Visible,
fluorescencia o indice de refraccion resultantes de la interferencia encontrada al
pasar los componentes de la muestra a través de la celda, son monitoreados
como cambios de voltaje que se registran en un integrador.

Equilibrios de intercambio ionico

Estos procesos se basan en los equilibrios de intercambio entre iones de una
disolucion y los iones del mismo signo que estan en ia superficie de un sdlido de
elevada masa molecular y esencialmente insoluble. Los puntos activos mas
comunes en este tipo de resinas, para las de tipo cationico, son los grupos de
acido sulfénico que es un acido fuerte asi como los grupos de acido carboxitico

que es un. acido debil.
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Para los de tipo anidnico, contienen grupos de amina cuaternaria o bien grupos de
amina primaria, siendo los primeros de base fuerte y los ultimos de base débil

(Willard y Merrit, ob cit; 1998).

CHO
+ R-NH, + Ra2SH - >
CHO
OPA (orto-ftaldialdehido) FB4 2-mercaptoetanol

(etanotiol o etil-mercaptano)

SR,
Oi R,

1-metil-2-alquiltioisoindol

Figura 2. Reaccién quimica de la FB, con el reactivo OPA (Wilkes; 1998).

2.10 Espectros de masas

Los espectros de masas se obtienen por conversién de los componentes de una

muestra en iones gaseosos que se mueven rapidamente y se separan en funcion

de su relacién masa-carga.

Esta técnica es capaz de suministrar informacién sobre:

1. Composicién cualita;tiva y cuantit};niva tanto de analitos organicos como
inorganicos en muestras complejas.

2. Las estructuras de una amplia variedad de especies moleculares complejas.

3. Las relaciones isotdpicas de los &tomos de las muestras.

4. La estructura y composicidon de superficies sdlidas.
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Un término ampliamente usado en esta técnica, 1o constituye la relacién masa /
carga de un i6n atémico o molecular, el cual se obtiene dividiendo la masa atdmica
o molecular de un ién m por el nimero de cargas z de ese ion, sin embargo,
debido a que la mayoria de los iones en espectrometria de masas tienen una
carga unidad, dicho término se reduce al término mas adecuado de masa.
Descripcion general

La espectrometria de masas, es una técnica analitica basada en la quimica de los
iones en estado gaseoso, y que, al igual que en muchas otras técnicas de analisis,
tiene como objetivo basico convertir la muestra en productos “medibles” que
indiquen la estructura original; en este caso los productos formados son iones
gaseosos cuyas masas y abundancias relativas constituyen un espectro de
masas. Un experimento tipico de espectrometria de masas con ionizacién por
impacto electrénico, comienza con la volatilizacion de la muestra, luego una
corriente de moléculas en fase gaseosa colisiona en un campo de electrones
acelerados, ionizando asf dichas moléculas y generando radicales catidnicos que
sufren una serie de fragmentaciones. Dichos iones son conducidos a través de un
campo magnético variable que selecciona los fragmentos que llegan al detector en
funcion de la relacién masa-carga que poseen.

No obstante esta técnica requiere la modificacion de la muestra a fase gaseosa
para su andlisis asi como elevadas presiones y temperaturas y una fuente de
ionizacién, lo cual supone una limitante para el andlisis de compuestos poco

volatiles, de caracter polar o bien de elevado peso molecular.
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Bombardeo rapido de atomos

Para solucionar los inconvenientes antes mencionados se han desarrollado una
serie de técnicas, entre las cuales destaca el Bombardeo Répido de Atomos (FAB)
debido a sus siglas en inglés, que consiste en el bombardeo de la muestra a
través de atomos acelerados de alta energia

Los espectros del FAB son complejos, los cuales demuestran a la especie
(M + H) + , asi como fragmentos, grupos de la matriz y grupos de la muestra.

La muestra se debe disolver en una matriz liquida permanente cominmente
empleado alcoho! nitrobencilico, glicerol, tioglicerol, dietanolamina vy
trietanolamina.

Los iones se aceleran y se enfocan para ser analizados bajo varios kilovoltios,
luego pasan a un compartimiento de colisién donde son neutralizados por
intercambio de carga entre iones y atomos

Esta transferencia es una reaccién de segundo orden y la cantidad de producto
depende en gran parte de la concentracion de reactivo.

Después de la ionizacién son seleccionados los iones positivos o negativos,
mientras que lo d&tomos neutrales van golpeando la solucion de la muestra , que
incluye una onda corta que expulsa iones y moléculas, evitando la acumulacién de
cargas en las muestras no conductoras. Los iones son acelerados por la
diferencia de potencial hacia el analizador, expulsando solamente los iones de la
fase gaseosa ya presentes.

(Willard y Merrit, ob cit; 1998).
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. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General. |
Cuantificar los niveles de fumonisina By (FB;) en muestras de maiz de valor
acrecentado a través de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.

3.1.1 Objetivos Particulares.

e Efectuar una seleccién y caracterizacion fisicoquimica del maiz de valor
acrecentado mediante evaluacion sensorial y analisis quimico proximal.

* Fijar el nivel de cuantificacion, sensibilidad y reproducibilidad de la técnica
empleada para identificar a la FB,.

* Determinar el contenido de FB, en muestras de maiz de valor acrecentado
de variedades blanco y amarillo, asi como en muestras de maiz comercial
expendidas en el Valle de México, las cuales serviran como testigos de
comparacion en el analisis.

o Establecer si existe alguna relacion entre el contenido de la FB, y la

composicién gruesa del grano de maiz de valor acrecentado.
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IV. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo del presente trabajo se dividié en las siguientes etapas:

1.

2
3.
4
5

9.

Recepcion y aimacenamiento de la materia prima.
Evaluacion Fisica de la materia prima.

Determinacidon de Calidad de la materia prima.

. Seleccion de la metodologia para el andlisis de FB;.

Proceso de molienda, acondicionamiento y extraccion de FBy en las muestras
de maiz comercial y mejorado.

Elaboraciéon de la Curva de Calibracion para el andlisis de FB;.

Andlisis y Cuantificaciéon de FB, en todas las muestras de maiz.

Confirmacién estructural de FB, tanto en los estandares como de algunas
muestras, a través de Espectrometria de Masas, empleando la técnica de FAB.

Analisis estadistico de los datos y obtencion de conclusiones.

4.1 Materiales

Maiz

Para el desarrollo de Ila presente investigacion, se recibieron dos lotes de granos

de maiz de las variedades amarillo y blanco, por parte del Centro de investigacion

y Mejoramiento del Maiz y Trigo (CIMMYT) unidad El Batan, Texcoco, las cuales

provienen de mazorcas inoculadas en el campo con F. moniliforme y, que a su

vez, fueron evaluadas por el propio Centro a fin de observar la resistencia a la

pudricién de mazorca.
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Uno de los lotés estd conformado por un grupo de 32 lineas amarillas
subtropicales quimicamente mejoradas, mientras que el segundo lote corresponde
a un grupo de 42 lineas blancas subtropicales también mejoradas quimicamente.
Sin embargo unicamente se elaboré el andlisis completo, que incluyd la
caracterizacion fisica del porcentaje de dafios del grano, el andlisis quimico
proximal y la cuantificacion de FB;, en dos grupos de muestras cada una
conformado por 13 amarillas y 13 blancas.

Aparatos y reactivos

A continuacion se mencionan el equipo, los reactivos y los materiales empleados
en el desarrollo experimental.

= Equipo Cromatogréfico

1. Detector de Fluorescencia Varian modelo 9075.

2. Bomba binaria e isocratica para Cromatografia de Liquidos.

3. Programa Varian Associates Inc. Version 4.51.

4. Columna analitica de acero inoxidable (15 cm X 4.6 mm de diametro interno)

empacada en fase “Nucleosil” C-18 de 5 um de didmetro de particula.
= QOftros equipos.
1. Jeringas para cromatografia de liquidos de 20 ul y de 100 pL.
Extractor muiltiple al vacio de 10 cartuchos.
Cartuchos de extracciéon SAX de 500 mg.
Bano de Ultrasonido.

Micropipetas de volumen variable 2 a 20 L, 50 a 100 ulL. y de 100 a 1000 pL .

> o > ® p

Potenciometro.
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7. Balanza Analitica.
8. Balanza granataria.
9. Sistema de filtracion por vacio.
- 10.Molino con tamiz integrado.
11.Centrifuga.
12.Vasos para centrifuga de 250 mL.
13.Vortex.
14.Parrilla de Agitacidon magnética con control de temperatura.
15.Membranas filtrantes de 47mm de diametro con diametro de poro de 0.45 uma
base de nylon.
16. Espectrometro de masas.

» Disolventes Orgdnicos.

Metanol grado HPLC, acetonitrilo grado HPLC; acido sulfirico, éter etilico, acido
acético glacial y acido clorhidrico de grado reactivo, acido ortofosforico con
concentracion mayor al 85 %.

= Reactivos.

Hidréxido de sodio, sulfato de potasio, sulfato de cobre pentahidratado,
dihidrogenfosfato de sodio y tetraborato de sodio decahidratado de grado reactivo
2-mercaptoetanol, ortoftal-dialdehido y estandar de fumonisina B (FB+) de pureza

certificada del 98 % (estos de la marca SIGMA).
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4.2 Métodos

Las muestras de maiz se sometieron a un analisis selectivo para determinar la

calidad comercial de las mismas, asi como para evaluar las condiciones iniciales

de la materia prima, llevada a cabo de manera manual.

La clasificacion se efectud tomando porciones de 100 g de maiz y de acuerdo a

los siguientes criterios:

Materia Extrana (impurezas). Que son aquellas fracciones de tallos, hojas,
cascaras, tamo, piedras, etc., denominando asi a cualquier material extrano al
grano de maiz y que es retenido en tamiz o malla del nimero 4.

Grano Dafado por Hongos. Aquellos granos de maiz que contienen de
manera apreciable en su porcidn superficial colonias de diversos colores rojas,
rosadas, negras, azules, café, o cualquier otro color promovido por los hongos
a nivel de campo o en almacén.

Grano Quebrado. Son aquellos granos cuya composicion no esta integra,
presentando rupturas o fragmentaciones en la superficie y que ademas son
retenidos en tamiz o malla del niumero 8.

Grano Chupado. Son aquellos granos de menor proporcion, cuya fraccion del
endospermo no es proporcional al tamafo del grano entero y que por lo

general abaten los rendimientos de la molienda.

De acuerdo con la Norma de referencia, se establece un proceso de clasificacidon

del maiz, que incluye 5 categorias y que, por ende, nos habla de especificaciones

y de la calidad de este cereal. Los criterios anteriores se tomaron de la Norma

Oficial Mexicana NMX-FF-034-1995-SCFI.
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Posteriormente se realizd un Analisis Proximal que consta de cenizas, humedad,
proteina, extracto etéreo y carbohidratos por diferencia. Dichos analisis se
efectuaron por triplicado y son de acuerdo al método oficial del AOAC (1995),
como se seiala en el anexo 3 de la pagina 78.

Se omitié el analisis de fibra, en virtud de carecer del equipo necesario para tal fin.

Ya elaboradas las etapas anteriores, se procedi®6 a elegir el método

cromatografico que empleariamos en lo posterior en esta investigacion, trabajando

originalmente con el método de fluorescamina, ese método fue descartado por

diversos inconvenientes, entre los cuales destacan los tiempos de corrida

extremadamente largos, del orden de 35 minutos, el cual era bastante largo para

el andlisis de un sélo compuesto, la obtencién de dos piccs y con ello la sobre

estimacion del contenido de toxina.

Después fue selecto el método de OPA, con el que finalmente efectuamos la
cuantificacién de FB,, por dos razones fundamentales: la primera de ellas es que'
es ampliamente usado en los andlisis de esta toxina y porque, de acuerdo con los
reportes, ofrece la mejor sensibilidad de los métodos disponibles, desde 0.80 ppm

hasta 120 ppm. Las etapas posteriores fueron:

Preparacion del estdndar de FB,
Todas las disoluciones de Fumonisina B, utilizadas, fueron preparadas a partir de
una solucién “madre” concentrada (100 ppm), la cual fue preparada de la siguiente

manera:
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Se peso la cantidad de soluto necesaria (10 mg) y se disolvieron en 10 mL de
metanol grado HPLC; una vez disueito se transfirié y aforé cuantitativamente en un
matraz volumétrico de 100 mL con el disolvente de referencia. Dicha solucion se
almacendé a una temperatura de 4°C vy con cierta periodicidad se probaba por

cromatografia para verificar su estabilidad.

Extraccion de FB;

La extraccion de FB, de las muestras de maiz se realizd de la siguiente manera:
Se pesan 50g de maiz molido que previamente se haya tamizado con un tamafio
de particula de 1.5 mm en el molino Brabender ® modelo OHG_Duisburg 51-55
D4100, y se llevan a un vaso para centrifuga, se agregan 100 mL de una solucion
metanol/agua (3+1) y el vaso se coloca en el bafio de ultrasonido Bransonic
modelo 1210 por espacio de 15 minutos con la finalidad de permitir un mejor
contacto y una adecuada agitacién entre el disolvente y la muestra.

Transcurrido ese tiempo se introducen en la centrifuga marca Eppendorf 5810 R
durante 10 minutos a 2500 rpm, se efectia hasta aqui la separacién del maiz y el
disolvente y posteriormente se filtra el sobrenadante a través de papel filtro # 6 de
velocidad lenta y retencion fina. Finalmente se debe verificar el pH del filtrado,
cuyo intervalo 6ptimo debe oscilar entre 5.8 y 6.5 y de ser necesario debera
ajustarse. Debido a que el volumen en que incorporé inicialmente e! maiz se
modifica en la agitacién, centrifugacion y filtracion, se debe ajustar al volumen
inmediato mas proximo, en este caso se recuperaban alrededor de 60 a 65 mL de
disolvente y lo llevamos a un volumen final de 75 mL que es la capacidad de los

frascos viales donde fueron almacenados, de tal manera que sera ese un factor de
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dilucién a considerar en los posteriores calculos, es decir 50 g de maiz en 75 mL

finales de disolvente.
Limpieza de la muestra
- La limpieza de la muestra se lleva a cabo en cartuchos empacados con silica-SAX
(Strong Anionic Exchange), los cuales deben ser previamente acondicionados
efectuando un lavado sucesivo con metanol (5 mL) seguido de metanolagua (5
mL, 75+25).
A continuacién se aplica gradualmente el extracto de malz (10 mL) con pH
ajustado o dentro del intervalo 6ptimo, procurando que la velocidad del flujo no
exceda los 2mL/minuto y se debe cuidar ademas que no se seque el cartucho.
Posteriormente se lleva a cabo un lavado del cartucho con metanol/agua (5 mt.,
75+25) seguido de metanol (3 mL).
Finalmente las fumonisinas son eluidas con metanol/acido acético (10 mL, 99+1)
disminuyendo el flujo a 1mlU/minuto, colectando el eluato en un vial de color
ambar. Se toma una alicuota y se procede a evaporaria hasta sequedad evitando
que la temperatura supere los 60°C. Redisolver el extracto en 1mL de metanol y
volver a evaporar en las mismas condiciones, esto con la finalidad de eliminar en

su totalidad el acido acético.

Derivatizacion y analisis
Resuspender el extracto en 200 pL. de metanol, y tomar 25 pL de este en otro vial,
se anaden 225 uL del reactivo OPA (orto-ftaldialdehido), se agitan en el vértex por

espacio de 10 segundos y se inyectan 20 puL al cromatdgrafo de liquidos
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procurando que toda esta operacidén no exceda el minuto, debido a que tras ese
tiempo decae significativamente la intensidad de la fluorescencia.

A su vez el reactivo OPA se prepara de la siguiente manera:

Se pesan 40 mg de OPA y se disuelven en 1 mL de metanol, una vez disuelto se
agregan 5 mL de Borato de sodio (0.1M) y finaimente se afiaden 50 pL de 2-
mercaptoetanol, el cual debe almacenarse en vial de color ambar, a temperatura

ambiente y ha de usarse antes de una semana (Sydenham, et al;, 1996).

Condiciones de operacion del equipo

Las caracteristicas y condiciones del método cromatografico empleadas en el
estudio fueron: concentracién minima detectable de 0.19 ng de FB,; / g de maiz,
concentracion maxima detectable de 121 ng / g de maiz, fiujo de 1 mlL/minuto,
fase maévil compuesta por metanol y buffer de dihidrogen-fostato de sodio 0.1 M
(77+23), columna analitica de acero inoxidable de 15 cm X 4.6 mm de diametro
interno empacada en fase nucleosil C-18 de 5 um de diametro de particula.

Las condiciones del detector de fluorescencia fueron: longitud de onda de emision

de 440 nm, longitud de onda de excitacién de 334 nm .

Para efectuar los analisis se construy6 una curva de calibracién con un estandar
de FB,, que requeria al menos de 5 diferentes concentraciones, ello para observar
la capacidad del sistema y asegurar que los resultados obtenidos sean
proporcionales a la concentracion del estandar en estudio. Las concentraciones
empleadas fueron: 0.5 ppm, 1.0 ppm, 2.0 ppm, 5.0 ppm, 6.0 ppm y 10.0 ppm.
Dicha curva se realizé graficando el cambio de la sefial del detector, en este caso

el area bajo la curva como funcién del cambio de concentracién del estandar
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analizado. Siguiendo la ecuacion de la linea recta y = mx + b, con dicha curva se

pudo determinar el coeficiente de correlacién (r) el cual debe aproximarse a la

unidad, para asegurar el trabajar en un sistema lineal. Finaimente tras la

elaboracion de esta curva, se pudo efectuar la comparacién de! area de los picos

producidos por las muestras de maiz con respecto a los del estandar de FB,, asi

como de sus respectivos tiempos de retencién (Figura 3 de la pagina 57).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados de Ila clasificacion del porcentaje de dafios.

En la tabla 1 se presenta la clasificacion de los granos de maiz amariilos y blancos
de valor acrecentado, asi como de las muestras testigo, con base a la Norma
NMX-FF-034-1995-SCFI.

En las muestras amarillas para dicha caracterizacion se puede mencionar que en
el aspecto de grano quebrado e impurezas, los porcentajes de dano son
relativamente bajos, sin embargo, los porcentajes de dafio por insectos llegan a
alcanzar en ciertas muestras hasta un 4 %, mientras que en el aspecto de granos
chupados esos mismos porcentajes en general son bajos.

Hay que sefalar, ademas, que el parametro que mas resalta es el de dafo por
hongos, con niveles de dafio que oscilan del 2.4 % hasta un 14 %, presentando
valores en este rubro ligeramente mayores que los de las muestras blancas.

De ello se desprende que al clasificarlos de acuerdo con la Norma de referencia y,
al hacer la suma total de dafios, cinco de esas muestras se ubican en la
clasificacion de “comercial’, en tanto que soélo tres muestras recibieron la
clasificacion “México 2", dos muestras mas en la “México 3” y finalmente tres
muestras se ubican en la “México 4”. Dicha clasificacién se basa en que al hacer
la suma total de dafios, se asigna una clasificacion de México 1 a la muestra con
no mas de 3 % de dafos; es México 2 si dicha suma no asciende a mas de 5 %;
se denomina México 3 si la suma total no supera el 7 % y es México 4 si dicha
suma no supera el 10 %; en caso de superar un 10 % de dafos, la muestra recibe

la asignacién de Comercial.
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Por otro lado, en la clasificacion del grano de maiz blanco de valor acrecentado,
podemos observar que los dafios por hongo y de grano quebrado son en esencia
bajos, con un valor maximo de 0.7 %, los danos por impurezas apenas alcanzan el
1 %, los daifios para grano chupado aicanzan un valor maximo de 1.5 % y en
mayor grado los daios por insecto alcanzan hasta el 1.9 %, constituyendo la suma
de danos total un parametro relativamente bajo.

No obstante, y al igual que en las muestras amarillas, los mayores porcentajes de
dafo se presentan en el marco de dafio por hongo, si bien poco mas bajos que en )
las muestras amarillas, se presenta un intervalo del 2.3 % al 11.3 % .

Finalmente en el esquema de clasificacion de las muestras, el grueso de ellas se
ubica en la *México 3" con una proporcién total de cinco muestras, en la
clasificacion “México 4" hay un total de cuatro muestras, en tanto que dos
muestras se clasificaron en la “México 2", una de ellas en la “México 1” y sélo una
de las muestras de este grupo se clasifico en el rubro de muestra “comercial”.

Por lo que respecta al grano de maiz empleado como testigo; del maiz azul de
Milpa Alta pueden sefnalarse dafios muy bajos en lo que a impurezas se refiere
con 0.1 %, en grano chupado con apenas el 1 %, en granos de diferente color con
el 1.5 %, en tanto que la mayor proporcion recae en dafios por insectos con el 1.7
%, quedando su clasificacion final en “México 2", -

Del maiz amarillo testigo proveniente del estado de Sinaloa, se debe senalar
solamente dos aspectos que son granos de diferente color con 6.9 % y granos
quebrados con 6.3 %, elementos que le confieren a esta muestra la clasificacion

de “comercial”.
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Finalmente del maiz blanco testigo proveniente del estado de México hay que

sefalar tres aspectos constituidos por dafios por impurezas con 0.3 %, granos de

diferente color con un 4.5 % y granos quebrados con 6.7 %, de tal manera que al

.efectuar la suma de danos en total, recibe una asignacién de “comercial”.

Tabla 1. Caracterizacion fisica del porcentaje de dafios en maiz.

Ama 2 |

1.2 . R .
Ama 3 1.0 4.8 o] . 0.2
Ama 6 0.1 3.1 0 1.0 0.1
Ama 9 0.3 5.0 0 1.6 0 .
Ama 26 1.3 10.2 0 2.5 0.2 14.2 | COM
Ama 29 0.7 7.5 0.5 0] 0.2 8.9 M-4
Ama 30 0.8 7.6 o] 2.4 0.4 11.2 | COM
Ama 35 0.2 3.9 0 0.5 0.2 4.8 M-2
Ama 47 0.5 14.0 0.1 0 0.2 14.8 | COM.
Ama 51 0 2.6 0 0.9 0.5 4.0 M-2
Ama 54 [o] 13.3 0 1.1 1.5 15.9 | COM.
Ama 59 9.0 2.4 0 9] 0 71.4 | COM. -
Ama 60 0 9.3 o] 0.3 0.3 9.9 M-4
Bco 1 0 5.4 0.7 1.1 0.1 7.3 M-4
Bco 3 0.1 3.5 0 1.5 0.3 5.4 M-3
Bco 5 1.5 6.0 0 1.5 1.0 10.0 M-4
Beco 9 0.4 8.0 0 [0) 0.1 8.5 M-4
Bco 10 0.5 4.2 0.2 0 0.2 5.1 M-3
Beco 13 0.2 11.3 0 1.9 0.4 13.8 | COM.
Bco 14 1.2 6.7 0 0 0.1 8.0 M-4
Bco 19 0.5 4.7 0 1.2 0.3 6.7 M-3
Bco 31 0.3 4.1 0 0.3 0.4 5.1 M-3
Bco 34 0.3 2.3 0.4 0 0.3 3.3 M-2
Bco 46 0.5 5.3 0.1 0 0.4 6.3 M-3
Beo 71 0 2.7 0 0.1 0.1 2.9 M-1
Bco 80 0 3.8 0 0.7 0.2 4.7 M-2
Azul 1.0 0 0 1.7 0.1 4.3 M-2
Ama T 0 0 6.3 0 0 13.2 | COM.
Bco T 0] 0 6.7 0 0.3 11.5 | COM.

La muestra Amarillo 59 presenté adicionalmente un 60 % de grano de diferente

color.

Datos expresados en porcentaje (%).

Clasificacién de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NMX-FF-034-1995-SCFI.

41
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5.2 Resultados del analisis quimico proximal

Enla tabla 2 se pueden apreciar los resultados del analisis quimico proximal del
grano de maiz amarillo y blanco de valor acrecentado y también de las muestras
testigo.

Muestras de maiz Amarillo.- se puede apreciar en primer lugar que los
contenidos de humedad van del 9 al 11.88 %, porcentajes adecuados para
transporte y manejo de las muestras, siendo el valor maximo adecuado para este
finy de acuerdo con la Norma del 14 %.

Del contenido de proteina hemos de sefalar que las muestras exhibieron
contenidos de proteina del 8.29 % al 10.43 %, que comparadas con la referencia,
que establecen un 8 % minimo en el caso del maiz (N X 6.25), cumplen con tal
especificacion.

Por lo que respecta al contenido de grasa, el intervalo presentado fue del 2.87 al
5.51 %. La especificacion en la referencia establece un 3.1 % minimo, de tal
manera que sdlo la muestra Amarillo 30 no cumple con ello.

Finalmente en el contenido de cenizas, las muestras presentan contenidos que
van del 0.98 % hasta un 1.60 %, pertenecientes respectivamente a las muestras
Amarillo 47 y Amarillo 54 y, toda vez.que la referencia establece un 3 % como
maximo de este componente, se aprecia que todas las muestras cumpler; con
dicha especificacion.

Muestras de maiz Blanco.- podemos sefialar en primer término que los

contenidos de humedad presentados oscilan entre 9.95 y 12.46 %. De igual

-
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manera hay que sefialar que de acuerdo con la referencia, se cumple en todas las
muestras con el contenido 6ptimo de humedad.

Por lo que respecta al contenido de proteina, para estas muestras el intervalo
obtenido fue del 6.78 a 10.41 %. Aqui resalta el hecho de que, de acuerdo con la
referencia y de acuerdo al factor empleado (N X 6.25),hay tres muestras que no
cumplen con tal fin, la Blanco 46 con 6.78 %, la Blanco 71 con 7.76 % y la muestra
Blanco 19 con 7.91 %.

Del contenido de grasa cabe mencionar que se presenté un intervalo de valores
comprendido entre 3.51 % al 8.69 %, y de acuerdo con la referencia todas las
muestras cumplen con la especificacion del 3.1 % como minimo de este
componente. Finalmente, el contenido de cenizas figura de 0.98 % hasta 1.56 %,
pertenecientes a las muestras Blanco 14 y Blanco 9, de manera respectiva, por lo
que cumplen con la especificacion todas las muestras.

Muestras de _maiz Testigos.- en primer lugar la muestra azul de Milpa Alta

cumple con el requerimiento de humedad con un valor de 8.38 %, por otro lado no
cumple con el requerimiento minimo de proteina del 8 %, ademas si cumplié con
el contenido minimo de grasa obteniendo un 4.82 % y de igual forma cumplié con
la especificacién del contenido de cenizas con un valor de 1.38 %. Por lo que
respecta a la muestra testigo amaril.'la, del estado de Sinaloa, apreciamos a
primera instancia que cumple con todas las especificaciones tanto para humedad
con 9.36 %, proteina (N X 6.25) con 8.66 %, en grasa con 5.96 % y en cenizas con
el 1.05 %.Finalmente y en lo que respecta a la muestra testigo blanca de la
localidad de Toluca, Estado de México, se puede apreciar que cumple también

con todas las especificaciones, presentando un valor de 11.83 % de humedad, un
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valor de proteina (N X 6.25) del 8.11 %, 6.35 % en el contenido de grasa y

finalmente un valor de 1.04 % en el contenido de cenizas.

Tabla 2. Anadlisis Quimico Proximal y contenido de FB, de las muestras de
maiz mejoradas y testigos.

EMuests iqdadislaog Proteing: | 800 Grasa 2% Cenlzasiiios CHC nten
: M@%”"i SRl (BRse/Seca) |- (Base: F(Ba as’%&u ;
Ama?2 11.34 10.43 3.93 1.45 72.85 1.89
Ama3 11.26 8.92 4.33 1.31 74.18 0.19
Ama 6 11.61 9.32 5.19 1.38 725 7.37
Ama9 11.53 8.81 4.05 1.31 74.3 20.07
Ama 26 10.38 8.52 3.37 1.38 76.35 33.70
Ama 29 11.88 9.21 3.83 1.32 73.76 4.29
Ama 30 11.5 8.29 2.87 1.11 76.23 22.09
Ama 35 11.0 8.74 3.51 1.05 75.7 4.52
Ama 47 9.0 9.1 5.51 0.98 75.41 33.45
Ama 51 9.42 8.78 4.16 1.49 76.15 0.19
Ama 54 10.22 9.90 3.88 1.60 74.4 2.52
Ama 59 9.01 9.18 3.95 1.08 76.78 8.14
Ama 60 9.58 10.23 AN 1.35 7413 4.45
Beco 1 11.62 9.20 3.74 1.35 74.09 2.89
Bco 3 10.54 9.31 3.92 1.18 75.05 0.66
Beco 5 11.01 8.14 4.18 1.29 75.38 17.54
Bco 9 10.76 10.41 4.73 1.56 72.54 12.04
Bceo 10 10.89 9.40 3.51 1.35 74.85 38.59
Beo 13 10.76 8.80 8.69 1.02 70.73 4.55
Bco 14 10.82 8.15 8.22 0.98 71.83 25.29
Bco 19 11.36 7.91 3.82 1.20 75.71 4.40
Bco 31 11.17 8.44 6.53 1.11 75.22 2.46
Bco 34 11.37 8.07 4.64 1.03 74.89 2.62
Bco 46 9.95 6.78 7.39 1.27 74.61 3.13
Bco 71 10.74 7.76 4.84 1.09 75.57 2.05
Bco 80 12.46 8.01 6.48 1.10 71.95 2.85
Azul Test. 8.38 7.39 4.82 1.39 78.02 0
Ama Test. 9.36 8.66 5.96 1.05 74.97 0
Bco Test. 11.83 8.1 6.35 1.04 72.67 15.80
NORMA 14 Max. 8.0 Min. 3.1 Min. 3.0 Max. 4.0 Max. (*)
o 0.99 0.86 1.47 0.18 1.65 11.22
(N x 6.25) (*) Consumo humano

Los valores son promedios de 3 determinaciones individuales.
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Ejemplo para calculo de FB; en las muestras

{(50gdemaiz) (4mbL ) (0025mL) (1mL_ ) = 0.134 kg de maiz/litro

(75mL ) (0.2 mL) ( 025mL) (10mL)

Donde el primer factor corresponde a los 75 gramos iniciales de maiz en un
volumen final completado de 75 mL; el segundo factor corresponde a 4 mL de
extracto que se aplican al cartucho de limpieza, recuperando tras la evaporacion
0.2 mL (200 pl); a continuacion esta el factor proveniente de tomar 25 nL de
extracto que se hacen reaccionar con 225 pL de OPA, es decir 0.025 mL a un
volumen final de 0.25 mLlL.; y finalmente en todas las muestras empleamos un
factor de dilucién de 1:10 para inyectar al cromatografo.

Ese factor obtenido es constante para todas las muestras y después se interpola
en la curva de calibracién para cada muestra, para determinar la concentracion de
FB1 en ese volumen inyectado, haciendo uso de la pendiente y la ordenada al
origen.

Ejemplo: muestra Amarillo 2 area promedio = 385615

Haciendo uso de la ecuacién de la recta y = mx + b, donde m = 1116726.1 y
b = 102466.652, se obtiene una concentracion ( x ) = 0.2535 mg de FB; / litro.
Finalmente se divide esa concentracion 0.2535 mg de FB, /litro entre el factor
constante obtenido de la manipulacidon de la muestra 0.134 Kg de maiz / litro; se

obtiene un valor de 1.89 mg de FB, / Kg de maiz (ppm).
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5.3 Analisis Estadistico del Analisis Quimico Proximal (AQP) de las
muestras de maiz.

Todos los Analisis estadisticos se llevaron a cabo a través de un analisis de
varianza de una via y, en los casos necesarios, se elaboré la prueba de
comparacion de Duncan a niveles de significancia de 0.01 y de 0.05, empleando el

paquete estadistico SPSS-PC de la Version 2.

Para este analisis, consideramos dos variables en estudio, “Variedad” por un lado
y que en este caso son Amarilla o Blanca, y la variable “Muestra” para designar a

cada una de las muestras analizadas.

<+ Discusion de resultados de las muestras en el contenido de Humedad.

El intervalo de humedad presentado por las muestras amarillas va de 9 % hasta
un 11.88 %, mientras que para las muestras blancas ese contenido va de 9.95
hasta 12.46 %, los cuales nos indican que hasta el momento de efectuar la
determinacién de humedad, las muestras exhibieron contenidos adecuados para
su manejo y almacenamiento, ademas de cumplir todas ellas con el requerimiento
establecido por la Norma de referencia para granos de maiz, que sefala un 14 %
maximo. ‘

Dado que estas muestras de maiz fueron tratadas a nivel de campo de manera
idéntica, posteriormente almacenadas en las mismas condiciones de temperatura,

efectuado el tratamiento en el laboratorio por igual, etc., podemos considerar que

las diferencias significativas presentadas se atribuyen a los propios contenidos
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individuales de humedad de cada muestra, a la heterogeneidad del grupo de
muestras y a la complejidad del maiz como matriz alimenticia.

Del mismo modo, no se percibe de manera clara una relacion aparente entre los
contenidos de humedad y la concentracién de FB, .

Del analisis de varianza, de las muestras amarillas, se puede ver que no existe
diferencia significativa en lo que concierne a la variable “Variedad”, pero en la
variable “Muestra” se presenta diferencia significativa al 0.05; y al efectuar la
prueba de Duncan para comparar resultados individuales, de 78 comparaciones
posibles, 24 de ellas presentan esa diferencia significativa, es decir una proporcién
del 30.76 %.

Mientras que del analisis estadistico de las muestras blancas se desprende que la
variable “Variedad”, no presenta diferencia significativa en los contenidos de
humedad, mientras que para la variable “Muestra” presenta diferencia significativa
al 0.01. Al efectuar la comparacién de los contenidos individuales de humedad, a
través de la prueba de Duncan, se destacan con diferencia significativa al 0.01 un

total de 6 muestras, lo cual equivale al 7.69 % de ese grupo de muestras.

<+ Discusion de resultados de las muestras en el contenido de grasa.

Los resultados en las muestras amarillas presentan un intervalo de contenido de
grasa entre el 2.87 y el 5.51 % y pese a no obtener diferencia significativa en la
variable muestra, si se presenta diferencia significativa en lo que concierne a la
variable “Variedad". Se aprecia también que sélo una de las muestras, la Amarillo
30, exhibe un contenido relativamente mas bajo respecto a lo que senalan las

referencias de 3.1 % como minimo.
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En la prueba estadistica de Duncan, de las 78 posibles comparaciones
individuales entre las muestras, sélo dos de ellas presentan diferencia significativa,
2.56 % del total.

En segundo lugar se analizan los resultados obtenidos para las muestras blancas
y todas las muestras de este lote y de esta variedad, cumplen con tal
especificacion.

Del andlisis estadistico se aprecia que No Existe Diferencia Significativa en el
contenido de grasa respecto a la variable “Variedad”, pero si la presenta como
altamente significativa en lo que concierne a la variable “Muestra”, ello propiciado
en parte porque {as muestras presentan un intervalo mas amplio del contenido de
grasa, el cual va de 3.5 a 8.35 % y, pese al sefalamiento que con anterioridad se
hacia en el sentido de que todas las muestras se almacenaron y se trataron de
idéntica forma, el componente grasa presenta mayor heterogeneidad en estas
muestras de maiz.

Mediante la prueba Duncan con un nivel de a= 0.05, de 78 comparaciones
individuales, 23 muestras presentaron Diferencia Significativa, lo cual corresponde

aun 29.5 %.

% Discusion de resultados de las muestras en el contenido de proteina.

Respecto al % de proteina en el maiz no se presenté diferencia significativa tanto
en la variable “Variedad” como en la de “Muestra”; aunque también cabe senalar
que los éontenidos de este componente son bastante similares a los de la

variedad blanca. Al comparar con las referencias, todas las muestras amarillas
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presentan contenidos superiores al 8 % minimo sefialado (N X 6.25), por lo que si
se cumple con esa especificacion.

En apariencia las dos muestras con mayor contenido de proteina, presentan
ciertamente valores altos en las concentraciones de FB,1, mientras que la muestra
Amarillo 30, con el menor contenido de proteina, exhibe el segundo lugar mas alto
en la concentracién de FB, en dicho lote, sin que con ello pueda establecerse una
generalidad.

Por lo que respecta a las muestras blancas hay tres muestras que no cumplen con
la especificacion minima para proteina, los casos de las muestras Blanco 19,
Blanco 46 y Blanco 71, mientras que el resto de las muestras, incluyendo el testigo
si cumplen.

Debido a que estas muestras son de valor acrecentado y tienen una mejora en sus
niveles de Lisina y Triptofano, se esperaria quiz&, en primer término, una cantidad
sustancialmente mayor en sus respectivos niveles de proteina, hecho que no
ocurre asi ya que en este caso la mejora efectuada fue en cuanto a calidad
proteica mas no en cantidad.

Finalmente, al efectuar la prueba Duncan con un nivel de a = 0.01, se puede
apreciar que unicamente siete de 78 comparaciones individuales presentan
Diferencia Significativa, lo que equivale al 8.9 %.

< Discusion de resultados de las muestras en el contenido de cenizas.

En las muestras amarillas podemos observar que todas las muestras cumplen con

la especificacion de 3 % como maximo presentando un intervalo de 0.98 a 1.60 %.
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No se presenta diferencia significativa para ambas variables “Variedad” y
“Muestra”, ademas de que los contenidos de cenizas en ambas variedades fueron
muy similares entre si.

A través de la comparacion del contenido de cenizas de este lote de muestras de
maiz de variedad blanca, se puede apreciar que todas esas muestras cubren con
la especificacion, comprendiendo un intervalo de valores del 0.98 hasta un 1.56 %.
Por otro lado, en lo que respecta al analisis estadistico, se puede apreciar que no
existe diferencia significativa en la variable “Variedad”, ni tampoco en la variable
“Muestra”, siendo el componente mas homogéneo de los verificados en el andlisis
quimico proximal. Es importante destacar que el componente cenizas tampoco
guarda una relacién aparente con respecto a la concentracién de FB;.

< Discusion de resultados de las muestras en el contenido de FB;.

En primer lugar se elaboré una comparacion de estos datos con respécto ala
referencia de la FDA, y esta claro que una gran proporcion de las muestras
analizadas no cumplen con los requerimientos establecidos para FB4 en lo que
respecta a alimentos de consumo humano, siendo importante destacar que
aunque en promedio las muestras blancas presentan mayor concentracion de la
toxina, es menor el nimero de muestras que se rechazarian para tal fin.

La muestra que presenté la mayor concentracion de FBy fue la Amarilla 26 con
33.70 ppm , en tanto que las que menor contenido exhibieron fueron las muestras
Amarillo 3 y Amarillo 51 con 0.19 ppm.

Es importante senalar que la muestra amarilla usada como testigo, se obtuvo en

un expendio de la ciudad de México, proveniente del estado de Sinaloa, sin
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embargo se desconoce el ciclo de cosecha del que proviene, y por otro lado no fue
posible detectar toxina en dicha muestra.

Por lo que respecta al Andlisis Estadistico, se vuelve a apreciar que No Existe
Diferencia Significativa en la variable “Variedad”, pero la variable “Muestra” resulta
ser altamente significativa. Mediante la prueba de Duncan, de las 78
comparaciones individuales, 70 de elias resultan con diferencia significativa, lo que
asciende al 89 % de las muestras, lo cual corrobora por qué la variable “Muestra”
es altamente significativa.

Del mismo modo que en las muestras blancas, el intervalo de la concentracién de
FB1 es marcadamente heterogéneo, el cual oscila de 0.19 a 38.59 ppm y queda
claro que aun con todas las condiciones en campo, supuestamente controladas,
las mismas condiciones de almacenamiento, etc., las muestras desarrollaron
diferentes niveles de infeccidn al ser sometidas a la contaminacién artificial con el
hongo F. moniliforme, y por ende un contenido muy variado de FB;.

La comparacion efectuada con ias referencias de los E.U., para ambas
variedades, se debe a que en nuestro pais no existen niveles de regulacién en lo
que a fumonisinas compete, existe de manera especifica la Norma Oficial 147-
SSAI-1996, pero dicha Norma es para aflatoxinas.

A partir de los resultados, cabria la posibilidad de que sélo 7 muestras de maiz
pudieran ser destinadas, en un momento dado para consumo humano, en sus
distintos canales de comercializaciéon, ya que las concentraciones obtenidas
fueron menores a las senaladas en las referencias.

Esta latente, ademas, la posibilidad de destinar estas muestras de maiz hacia el

consumo de animales de crianza y ganado en general, aunque no es del todo
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factible porque habria de verificarse el destino final especifico, ya que los niveles
permisibles estan situados en una gama de concentraciones mas amplia.

Por lo que respecta a la cuestion estadistica, se aprecia que no existe diferencia
significativa al analizar la variable “Variedad", sin embargo al analizar la variable
“Muestra”, resulta ser altamente significativa, en primer lugar porque en ese grupo
de muestras se presentan concentraciones de FB; muy diferentes entre siy en
segundo lugar uno de los factores que presumiblemente influya en los niveles
considerablemente altos de estas muestras, lo constituye el hecho de que
provienen del ciclo de cosecha Primavera-Verano (P-V), recordando que las
lluvias constituyen un factor que incide en la proliferacién de la toxina, aunque lo
anterior no se pueda contrastar experimentalmente debido a que se carece de
muestras cosechadas en el otro ciclo Otofio-Invierno (O-1).

Por otro lado resalta e! hecho de que la muestra empleada como testigo blanco,
proviene del mismo ciclo (P-V), originaria de Toluca, Estado de México, presenta
una concentraciéon algo mayor a las 15 ppm y fue obtenida en un expendio
comercial de la ciudad de México y potencialmente seria destinada a consumo
humano, superando por mucho las 4 ppm permitidas para este fin.

Finalmente, se puede apreciar con claridad que a partir del hipotético caso de que
las muestras hayan sido inoculadas con F. moniliforme en idénticas condiciones,
se aplicé la misma concentracién y tipo de fertilizante, la misma cantidad y tipo de
herbicida, se irrigaron por igual y con la misma frecuencia, se colectaron en la
misma fecha y se mantuvieron en las mismas condiciones de almacenamiento, se

presentaron diferentes niveles de contaminacién de toxina, lo cual puede atribuirse
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un tanto a la manera aleatoria en que se haya efectuado la toma de muestras, y
desde luego a la evidente complejidad de la matriz alimenticia.

La prueba de Duncan nos permite apreciar que de las 78 comparaciones
individuales dentro de las muestras blancas, 41 de ellas resultan con diferencia
significativa a un nivel de a = 0.05, lo que corresponde al 52.56 % de las muestras

y que en parte corrobora por qué de la diferencia tan significativa.

« Discusion de resultados de las muestras en el porcentaje de dafio por hongo.
Un aspecto mas que decidimos considerar para efectuar un analisis estadistico, lo

constituy$ el parametro de! porcentaje de daifio por hongos, apreciando que en
promedio, las muestras de la variedad amarilla presentaron un % de dafo por
hongo ligeramente mayor con relacién a las muestras blancas (6.77 % contra 5.23
% respectivamente).

En general, la importancia de este parametro, dano por hongo, radica en que nos
permite establecer una clasificacién para determinada muestra, con base en una
serie de elementos sefialados en las Normas.

Dichas Normas comprenden una clasificacidon del maiz, con base en la suma de
dafios que pudiera presentar una muegtra, tales como granos quebrados, material
extrafio, granos de diferente color, dafio por hongo, etc., y para el aspecto de dafio
por hongo, en particular, se sometid a andlisis estadistico para establecer, en un
momento dado, alguna posible relacion entre el contenido de FB, y este % de
dafnos, sin obtener datos que asi lo estimaran.

Las clasificaciones comprenden cinco categorias México 1 al 4 y Comercial. En la

clasificacién México 1, la suma de estos danos oscila entre el 1 y 3 %, en México
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2, cuando esta suma va del 3 al 5 %, en México 3 la suma de dafiosesde 5 a7
% y como México 4 cuando dicha suma oscila de 7 a 10 %; las muestras que
superan el 10 % de suma de dafos se clasifican como maiz comercial.

‘De ello podemos apreciar que existe una mayor cantidad de muestras clasificadas
en el rubro Comercial en el grupo de Amarillas, con cinco de 13 muestras, es decir
un 38.46 %, mientras que en el lote de muestras Blancas sélo una de ellas recibe
tal asignacion, apenas el 7.6 %.

De ello se puede mencionar que, aun sin una relacidon marcadamente clara, las
muestras Amarillas presentan una concentracion de FB, ligeramente mayor, y
ademas una cantidad mayor de sus muestras queda clasificada en la categoria
comercial y a su vez presentan un porcentaje mayor en el aspecto del dafio por
hongo.

Basta recordar que el maiz al presentar fracturas, fragmentaciones, deterioro en el
endospermo, presencia de colonias o coloraciones diferentes, es mas susceptible
a cualquier tipo de contaminacion, en este caso en donde se realizdé en campo la
inoculacion artificial con el hongo F. moniliforme, es 16gico obtener como resultado

una amplia gama de niveles en la concentracién de FB,. .

Eficiencia de la columna cromatografica

Este parametro descrito como N, implica la medicidon de la anchura del pico a la
mitad de Ia altura, efectuada con una A = 254 nm. Para esta columna se empled
como referencia una solucion de nitrato de sodio 1 M y verificamos su tiempo de

retencién. Por otro lado se empled una solucién de fenantreno en concentracién
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idéntica a! nitrato, para establecer la eficiencia de la columna a través de sus
respectivos tiempos de retencion.

Llevamos a cabo el uso de la siguiente relacion:

N = 5.54(tr/W)? donde tr es el tiempo de retencién de cada uno de los
compuestos.

W  se refiere a la medicién de la anchura del pico a ia mitad de la altura
(parametro que proporciona el cromatograma expresado en segundos). El tiempo
de retenciéon empleado debe ser corregido respecto el tr de la muestra (en este
caso fenantreno) y el tr del nitrato de sodio. A partir de ello se obtuvo lo siguiente:
Tiempo de retencion para el fenantreno = 10.567 minutos, area del cromatograma
para el fenantreno = 13800; el tiempo de retencién del nitrato de sodio es de 3.377
minutos, 4rea del cromatograma para el nitrato de sodio = 5400

Tiempo de retencién ajustado = 7.190 minutos

W es de 9.3 segundos lo cual equivale a 0.155 minutos.

N = 5.54 (7.190/ 0.155)% = 11920.76

Y a partir de ello, por una regla de tres:

13800----=-=-=== 100 % de ello se obtiene el 86.39 %

11920.76-------- X %

Lo cual indica que la eficiencia de la columna, en apariencia baja, nos pro'port;ioné
una buena separacion de la fumonisina, en virtud de que solamente separamos un
compuesto, el % hubiese sido muy bajo si nuestra intencién hubiera sido separar

mas de dos compuestos.
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Curva de calibracion

La curva de calibracién para la presente cuantificacion se elaboré a partir de la
disolucion madre cuya concentracion original corresponde a 100 ppm del estandar
de FB;, elaborando las diluciones pertinentes y considerando un perfil de
concentraciones entre 0.50 hasta 10 ppm de FB, e inyectando por triplicado cada

punto, graficando el promedio de cada serie (Figura 3).

1.E+07
1.E+07
8.E+06
6.E+06
4. E+06

AREAS

Concentracion (ppm FB1)

Figura 3. Curva de calibracion de FB;
Los parametros obtenidos de esta curva fueron los siguientes: -

R = 0.99974354; RZ = 0.99948714; m = 1116726.1 y b = 102466.652

Por lo que se refiere a la reproducibilidad y de acuerdo con los resultados
obtenidos, podemos estimar que esta técnica lo es, en virtud de que se obtuvo una
o apenas superior al 8 %, porque estadisticamente se acepta si dicho valor es

menor al 10 %, dependiendo de otros factores como la naturaleza de la matriz.
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En la tabla 3 se pueden apreciar las concentraciones de FB, empleadas en la
elaboracion de la curva de calibracién, el perfil obtenido en los tiempos de
retencion y las diferentes areas obtenidas en cada caso.

Tabla 3. Concentraciones, areas y tiempos de retencion de la curva de

calibracién
AREAS

0
824052
1244765
2292453
5678130
6710690
11326966

Porcentaje de recuperacion de la muestra

Para establecer este parametro, se procedié a “contaminar” artificialmente una
muestra de maiz, que previamente se sometié a analisis cromatografico, en este
caso la muestra de maiz amarillo testigo, y en la que no se detectd FB,, 1a cual ya
molida se llevd a un matraz Erlenmeyer con 95 mL del solvente de extraccion, en
este caso metanol agua (75+25) y 5 mbL del estandar de FB; con una
concentracién de 100 ppm.

Se procedié a extraer la toxina con el método antes sefialado para muestras de
maiz a través del baino en el sonicador, la centrifugacion, verificacién del pH del
extracto, aplicacién en cartuchos y toma y evaporacion de alfcuota. Lo anterior se
efectud por 5 veces obteniendo una recuperacién del 70.35 % con una desviacion

estandar (o) = 1.57.
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5.4 Andlisis de los espectros de masas

A través de los andlisis de los espectros de masas podemos apreciar, en primer
término, los picos generados por la matriz que en este caso corresponde al alcohol
nitrobencilico, el cual se aprecia en la region de las 154 unidades m/z, (163 + 1) y
sobresale otro pico hacia las 136 uma propio de la degradacién del grupo
funcional OH y uno mas en 139 uma que debe pertenecer a la degradacién de un
grupo CH,, siendo éstos los de mayor abundancia en lo que a porcentaje se

refiere, tal como se muestra en la Figura 4.

::\ns Spectrum )
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P 3 . arz

Figura 4. Espectro de masas de la matriz (alcohol nitrobencilico)

En segundo término se aprecia en el espectro de la FB; un pico
considerablemente abundante, del orden de casi 60 % referido a un estandar cuya

concentracidn correspondié a las 2.0 ppm. En é podemos corroborar lo
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mencionado anteriormente en el sentido de que debido a la serie de colisiones
presentadas, se efectia una transferencia de un atomo de hidrégeno, dando como
resultado la FB; protonada y ese pico sobresaliente corresponde al peso
molecular de la FB, del orden de 721 uma y se muestra en el espectro un pico en
722, es decir la relacion de M + 1. Debido una serie continua de colisiones, la
molécula de FB, se ve sometida a mas interacciones idnicas, 10 que lleva consigo
la formacién de un producto méas con peso correspondiente a 728 uma, con un
porcentaje de abundanéia relativo menor al 10 %, tal como se muestra en la

Figura 5.
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Figura 5. Espectro de masas de FB4 en concentraciéon de 2 ppm
Para las muestras analizadas, a través de FAB y la subsecuente confirmaciéon de
la estructura de la FB,, en dos de ellas se permite apreciar un pico separado en
722 m/z, correspondiente al pico del idon molecular que es el que nos proporciona

el peso molecular del analito, los espectros corresponden a las muestras Amarillo
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47 y Blanco 10, obteniendo respectivamente una abundancia relativa del 30 y del

10 %, como se puede apreciar en las Figuras 6 y 7.
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Figura 6. Espectro de masas de la muestra de maiz Amariilo 47
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Figura 7. Espectro de masas de la muestra de maiz Blanco 10

En ellas fue totalmente mas clara y definida la confirmacion de la estructura de la
FB2 con un pico mostrado en la region de las 706 uma., aunado a que en la
proximidad de esa zona se presentan una serie de picos poco abundantes y no

muy separados.
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.5 Andlisis de los cromatogramas
Del analisis de los cromatogramas podemos sefalar que en el caso del estandar
de referencia, cuya concentracion corresponde a 2 ppm, Se observa un pico muy

poco definido al inicio, que aparece también en las muestras de maiz y que

aparece también al correr un blanco del reactivo de OPA, por lo que se forma un
compuesto con fluorescencia, totalmente separado del derivado de interés que se
forma con la FB; y que corresponde al 1-metil-2-alquiltioisoindol, este compuesto
produce el pico presentado muy cerca de los 6 minutos en el cromatograma, y que
finalmente fue analizado en las condiciones de operacion ya sefaladas, con un
tiempo de andlisis total de 10 minutos y que corresponde al cromatograma
presentado en la Figura 8.

Es necesario senalar que las condiciones de uso del equipo fueron: flujo de la
fase mévﬂ de 1 mL / minuto, A de emision = 440 nm, A de excitacién = 334 nm,
detector de fluorescencia Varian modelo 9075, tiempo de retencidn de la muestra

de 6.030 minutos y un area de 2493337 unidades.
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Figura 8. Cromatograma del estiandar de FB, de concentraciéon 2 ppm

(Tiempo de retencién = 6.030 min., Area = 2493337)
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V.- RESULTADOS Y bISCUSION

También se presentan otros dos cromatogramas que pertenecen a las muestras
de maiz Amarillo 47 y Blanco 10. En este caso, se presentan {os picos de FB; en
una zona ligeramente menor a los 6 minutos y que, a diferencia de! estandar que
lo presenté en casi 6 minutos, se debe atribuir al propio manejo del equipo,
limpieza de la tuberia, incrustaciones de sales, cierto taponamiento de la columna
que incrementa la presion, etc. El drea bajo la curva de la muestra de maiz
Amarillo 47 fue de fue de 5120043 unidades, exhibiendo un tiempo de retencion

de 5.821 minutos, la Figura 9 describe graficamente lo anteriormente sefalado.
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Figura 9. Cromatograma de la muestra de maiz Amarillo 47
(Tiempo de retencién = 5.821 min., Area = 5120043)
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Figura 10. Cromatograma de la muestra de maiz Blanco 10

(Tiempo de retencién = 5.683 min., Area = 6056388)
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 10 puede apreciarse, finalmente, el cromatograma correspondiente a
la muestra de maiz Blanco 10, cuyo tiempo de retencion fue de 5.683 minutos, con
un area de 6056388 unidades y las condiciones del equipo ya descritas, A emision

=440 nm, A excitacion = 334 nm, flujo 1 mL / min.




VI.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES)

VI CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

3 De acuerdo con la metodologia empleada y, siguiendo las recomendaciones
del AOAC y de la {UPAC, fue posible aislar, identificar, detectar y cuantificar a fa
Fumonisina By en las diversas muestras de maiz empleando Cromatografia de

Liquidos de Alta Resolucion.

0 Del presente estudio realizado puede sefialarse que en las muestras de maiz
de valor acrecentado, se pudo determinar en ellas el contenido de FB,4, ya que
todas las muestras analizadas fueron positivas en su contenido, a excepcion de
dos muestras empleadas como testigo, maiz Sinaloa amarillo y maiz azul de Milpa

Alta.

[ En la presente investigacion, la concentracién obtenida de FB; en maiz varié
de 0.65 hasta 38.59 ppm en el caso de las muestras blancas y de 0.19 hasta
33.70 ppm para las muestras amarillas, encontrando adicionalmente que no existe
una refacion aparente entre el contenido de esta micotoxina con el contenido de

humedad, grasa, proteina, cenizas ni carbohidratos.
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VI.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES]

£3 La muestra que presentd la mayor concentracion de FB; fue la Blanco 10 con
38.59 ppm, sin embargo, el contenido promedio de la toxina es ligeramente mayor
en las muestras de variedad Amarilla con relacion a las Blancas, ademas en estas
hay mayor proporcion de muestras clasificadas como “Comercial” y hay mayor

porcentaje de muestras ubicadas en el rubro de “Dafio por Hongo”.

I3 El método empleado fue lineal dentro dei intervalo de concentraciones
estudiadas ( r = 0.9997 ), con un rendimiento de extraccion promedio superior al
70 %, preciso (obteniendo coeficientes de variacion menores al 8 %), simple y
rédpido (una muestra es analizada en solamente diez minutos) y con un limite de

deteccion experimental de 0.25 ppm., el cual es menor que el seifialado por AOAC-

IUPAC, ubicada en 0.80 ppm.

3 Se empled como método de confirmacidon un Andlisis de Espectrometria de
Masas, a través de la técnica de FAB, el cual presenta la fragmentacion tnica de

cada compuesto y con ello nos permitid corroborar la presencia de la toxina en las

muestras de maiz.
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6.2 Recomendaciones

£ Las muestras analizadas proporcionadas por el CIMMYT, provienen del ciclo
de cosecha Primavera-Verano 1999, por lo que seria recomendable realizar un
muestreo y analisis que incluya muestras de maiz del otro ciclo, es decir, del

Otono-Invierno del mismo ano, y contrastar los resuitados experimentaimente.

ED Las principales acciones a desarrollar a corto y mediano plazo son: establecer
un método analitico oficial que permita la cuantificacion de esta toxina en cereales,
derivados y alimentos en general, desarrollar estrategias de control dtiles.
evaluando a fondo los alcances de este tipo de contaminacién y de igual forma,

implementar métodos de prevencion que sean econémicamente viables.

£} Proponer niveles de tolerancia especificos de fumonisinas en alguna Norma de
alimentos derivados del maiz, o bien desarrollar una Norma Oficial mexicana

particular para fumonisinas.
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ANEXO 1. GRAFICAS.

GRAFICA 3

CONTENIDO DE HUMEDAD
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Contenido de Humedad en muestras Mejoradas y Testigo
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GRAFICA 4
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Contenido de Proteina en muestras Mejoradas y Testigo
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GRAFICA S5

CONTENIDO DE GRASA
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Contenido de Grasa en muestras Mejoradas y Testigo
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GRAFICA 6

CONTENIDO DE CENIZAS
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Contenido de Cenizas en muestras Mejoradas y Testigo
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MUESTRAS

GRAFICA 7

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS

Contenido de Carbohidratos (por diferencia) en muestras Mejoradas y
Testigo
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GRAFICA 8

ppm FB1

CONTENIDO DE FB1

MUESTRAS

Contenido de FB4 en muestras Mejoradas y Testigo
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ANEXO 2 TRATAMIENTO EN CAMPO Y CARACTERISTICAS DEL

MAIZ

FERTILIZACION.

Se emplearon dos fertilizantes que fueron mezclados y aplicados al voleo: Sulfato
de Amonio (como fuente de nitrégeno) y Superfosfato triple (como fuente de
fésforo). Después fueron incorporados con dos pasos de rastra de discos antes de
surcar. La dosis inicial de fertilizante fue de 135-50-00, lo cual quiere decir que por
hectarea (ha) se aplicaron 135 Kg de N + 50 Kg de P.Os. La fuente de nitrégeno,
(NH,4)2S0,, contiene 20.5% de N, mientras que el P2Os contiene 46% de Fosfatos.

La fecha de aplicacién fue el dia 20 de junio de 1999.

La segunda fertilizacién fue aplicada el dia 28 de julio de 1999 y correspondio a
una proporcion de 140-50-00.

Finalmente, la tercera y ultima fertilizacion se aplicé un mes después en una
proporcién de 275-50-00.

RIEGO DE GERMINACION.

Se efectud el dia 25 de junio de 1999, en un riego por aspersiéon durante un
periodo de 5 horas.

APLICACION DE HERBICIDA.

Efectuada el 26 de junio de 1999 con aspersor de mochila en forma total. Se
empled el herbicida selectivo para maiz “Primagram 500 FW” en dosis de 6L. /ha y
un volumen de aplicacién de 400 L/ha. Este es un herbicida preemergente a la

maleza y al cultivo y, comercialmente es una mezcla de dos herbicidas, la atrazina
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(23.3%) para controlar malezas anuales de hoja ancha, y el metacloro (23.3%)
para controlar malezas anuales de hoja angosta.

Tabla 4. DATOS METEOROLOGICOS JUNIO A OCTUBRE DE 1999
MES T JUNIO = [~ = Jubiow. o AGOSTO. )
DIA__|MAX, [MIN. |HUM. | PRE. |MAX, [MIN. [HUM. | PRE. |MAX, |MIN. | HUM. | PRE. ;
1 36.8 |18.2 [90.0 |0.0 [32.4 |20.0 |95.0 [0.0 |33.0 [19.0 |93.0 |0.0 !
36.8 |20.0 {77.0 |0.0 [32.4 {19.0 |95.0 |7.0 [31.2 [18.2 [97.0 |2.4 |
37.0 |21.8 |73.0 |0.0_129.8 [20.0 |95.0 [23.4 |31.4 |15.0 |94.0 [3.6

37.2 |22.0 |73.0 |0.0 {29.8 |19.0 |95.0 }10.3 |31.6 {17.8 {97.0 |13.3

37.0 |21.4 |182.0 |0.0 [25.6 [19.0 [95.0 |{20.9 |31.6 |16.0 {95.0 |0.0

37.0 |22.0 |90.0 [4.4 |28.6 |17.0 |97.0 [12.1 |31.6 [17.0 190.0 |0.0
37.2 {21.0 {88.0 {0.3 |29.4 [{16.0 {95.0 |0.0 }30.0 /18.6 |97.0 {0.0

3
4
5
6 37.2 |22.0 |[82.0 |0.0 28.6 |[17.0 |95.0 |0.7 [31.6 {18.8 [95.0 (4.4
7
8
9

37.0 |19.2 197.0 |17.3 |31.6 |19.4 [95.0 |0.0 |31.2 |18.0 |195.0 |24.6

10 37.2 119.0 {95.0 |3.0 ]31.4 |17.0 ]92.0 }2.2 |30.0 {20.0 |95.0 |64

i1 37.2 |22.4 (88.0 (0.0 |30.8 |18.0 [95.0 |16.7 |30.0 [18.0 |95.0 |83.1

12 37.2 |18.0 195.0 |12.5 |30.8 |18.0 [95.0 [0.0 [30.2 |19.8 |95.0 |8.5

13 37.2 120.8 |90.0 |0.0 |27.8 |20.0 |92.0 {0.0 [30.2 {17.0 {97.0 |{2.56

14 37.0 {18.0 195.0 |15.8 |32.0 |11.0 |{97.0 {0.0_ |29.8 |17.0 |94.0 {0.0

15 29.4 1204 |93.0 [1.0 31.0 {17.0 [95.0 {0.0 [30.4 |{14.0 |{97.0 (0.0

16 31.8 [18.0 |95.0 {134 |131.0 [17.0 |195.0 |3.0 |[31.0 |19.6 |86.0 |0.0

17 31.2 {21.0 {90.0 |0.0 }31.0 |18.0 [97.0 |10.0 [31.8 ]20.0 |97.0 |0.0

18 32.0 120.0 |90.0 |0.0 |31.6 |18.0 |95.0 {34.0 |31.8 119.4 195.0 |36.2

19 34.2 123.4 182.0 {0.0 |28.8 |19.6 |95.0 [20.0 {31.8 |18.0 |97.0 |5.0

20 34.2 120.0 |190.0 |0.0 |29.0 |17.0 [95.0 {7.4 [29.0 |19.2 |95.0 [4.0

21 34.2 |120.4 [93.0 [1.7 |30.8 |20.6 {81.0 |[0.0 [29.6 {19.2 [95.0 |3.2
22 34.0 118.0 |195.0 {36.5 {30.8 |17.0 |95.0 {0.0 {30.4 {20.8 {95.0 {0.0 i

23 32.4 121.0 {95.0 (0.5 |31.4 |15.4 |88.0 |0.0 [31.2 |19.0 |95.0 |0.5

24 32.4 {20.0 {93.0 {12.1 |{31.4 |15.0 {94.0 [0.0 |29.6 |18.8 |95.0 |26.3

25 29.4 120.6 (95.0 [{10.5 |31.2 |17.0 |[95.0 [9.0 |29.6 |18.0 {95.0 |30.9

26 29.2 119.0 |95.0 |6.3 ]31.4 |18.0 |188.0 |0.0 (294 |19.0 |95.0 |1.8

27 28.8 119.8 (90.0 (0.0 |30.6 |17.6 |90.0 |0.0 [29.8 |19.0 {950 |1.8

28 31.6 {17.0 195.0 |32.2 |32.6 |16.0 {87.0 |0.0 [29.0 |20.4 [95.0 |2.0

29 31.8 |19.4 [95.0 |[0.0 |32.8 |18.0 |97.0 |1.8 [30.8 {19.0 {95.0 [5.3

30 33.0 |18.0 {95.0 (3.7 |32.8 [19.0 |92.0 [6.0 129.6 |20.0 195.0 |0.0

31 32.8 {19.6 {95.0 {5.0 {31.0 {18.0 [95.0 {19.2
MES | . . S USEPTIEMBRE: {:. ..o}

DIA MAX. MIN. HUM. |PRE.

1 30.0 20.0 97.0 10.3

2 30.4 |180 197.0 553 |30.6 1180 [950 [11.2
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3 30.8 20.4 93.0 6.2 29.8 19.0 95.0 10.6
4 30.8 18.0 95.0 1.9 29.8 17.0 95.0 0.0
5 30.8 20.0 95.0 28.3 26.6 19.8 95.0 6.7
6 30.6 19.0 95.0 11.2 26.6 18.0 95.0 7.5
7 30.6 20.0 97.0 10.0 28.4 20.4 95.0 0.0
8 30.6 18.0 95.0 1.0 29.4 17.0 95.0 3.8
9 29.0 20.6 93.0 0.0 30.6 19.6 90.0 4.7
10 30.0 19.0 95.0 2.2 30.6 19.0 95.0 1.0
11 30.6 17.8 97.0 17.0 30.8 19.8 95.0 0.0
12 30.6 17.0 97.0 36.4 30.8 15.0 90.0 0.0
13 30.6 17.2 95.0 2.6 30.2 15.8 97.0 0.0
14 30.6 18.0 95.0 0.3 30.4 15.0 97.0 1.3
15 30.8 19.0 95.0 0.0 29.6 18.2 97.0 0.0
16 30.8 17.0 97.0 6.0 30.0 16.0 95.0 0.0
17 31.8 18.8 97.0 0.0 30.0 20.6 95.0 0.0
18 31.8 18.0 97.0 0.7 30.8 18.0 92.0 0.0
19 31.0 20.0 97.0 5.4 30.6 19.0 90.0 0.0
20 31.0 17.0 95.0 0.0 30.6 16.0 95.0 0.0
21 30.6 14.4 97.0 0.0 30.6 16.8 94.0 0.0
22 30.6 13.0 97.0 0.0 30.6 13.0 94.0 0.0
23 30.6 16.6 97.0 0.0 30.6 10.6 94.0 0.0
24 30.6 18.0 97.0 0.0 30.4 8.0 93.0 0.0
25 31.6 18.2 97.0 0.0 28.2 8.0 93.0 0.0
26 31.6 18.0 97.0 0.0 28.2 7.0 89.0 0.0
27 32.0 i8.2 97.0 0.0 26.0 7.0 93.0 0.0
28 32.6 18.0 97.0 0.0 28.0 8.0 97.0 0.0
29 28.8 20.6 95.0 0.0 28.8 7.0 97.0 0.0
30 29.0 12.0 85.0 0.0 29.4 10.0 94.0 0.0
31 29.6 10.0 97.0 0.0

MAX. y MIN. hacen referencia a las temperaturas registradas esos dias, maxima y minima.
HUM. Se refiere a la Humedad Relativa reportada por el CIMMYT esos dias.
PRE. Se refiere a la Precipitacion pluvial, medida en mm. registrada esos dias por el CIMMYT.
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ANEXO 3 TECNICAS DEL ANALISIS QUIMICO PROXIMAL
Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical
Chemists-AOAC-1995.
CENIZAS.
Pesar de 3 a 5 g de muestra en un crisol previamente tratado (pre-tratamiento
para el crisol y meterio a la mufla entre 550° a 600°C por dos horas, retirar de la
mufla y dejar enfriar en desecador a temperatura ambiente, pesar y utilizar a partir
del equilibrio de temperatura), procurar no sobrepasar la mitad del crisol.
Calcinar la muestra carbonizando primero con mechero hasta que no se
desprendan humos.
Introducir a la mufla cuidando que la temperatura no exceda los 550°C.
Suspender el calentamiento cuando las cenizas estén blancas o grises.alrededor
de 3 a 4 horas después (si se observan puntos negros, se humedecen con unas
gotas de agua destilada, secandose posteriormente en la estufa a 130°C y se
vuelve a calcinar). Enfriar en desecador y pesar, haciéndolo minimo por
duplicado.

%CENIZAS = (A-B/M)*100
Donde A = es el peso del crisol con las cenizas.
B = es el peso del crisol vacio.

C = es el peso de la muestra (g).
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HUMEDAD.

Pesar de 2 a 3 g de muestra en un pesalfiltro con tapa el cual previamente ha sido
pesado y colocado a peso constante en la estufa por 2 horas a 130°C. Secar la
muestra por espacio de una hora en la estufa a dicha temperatura; retirar y dejar
enfriar en un desecador hasta temperatura ambiente y enseguida se pesa la
muestra. Se reporta como pérdida por secado a 130°C y se hace minimo por
duplicado.

%HUMEDAD = (A-B/M)*100

A = pesafiltro + muestra.

B = pesafiltro + muestra después de secar.

M = peso de la muestra (g).

EXTRACTO ETEREO (Grasa Cruda).

Colocar un vaso para equipo Goldfisch a la estufa a 100°C hasta peso constante,
aproximadamente 2 horas. Pesar 4 a 5 g de muestra sobre un papel, enrollario y
colocario en un cartucho de celulosa, tapar con algodén. Situar el cartucho en un
sostén o recipiente de fondo perforado y colocarlo en el contenedor del equipo.
Adicionar en el vaso para Goldfisch aproximadamente 40mL de éter etl’lico y
colocarlo en el equipo mediante un anillo metélico con empaque. Subir la parrilla
girando hacia un lado y posteriormente hacia el otro.

Calentar hasta extraccién completa de la grasa, para ello dejar caer una gota de la
descarga sobre un papel filtro, de tal manera que al evaporarse el éter no debe

dejar residuo de grasa.
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Al finalizar, cambiar el contenedor del cartucho por un recipiente sin perforacién y
se continua calentando para recuperar el éter. Quitar el vaso del equipo y secar el
extracto a 100°C por espacio de 30 minutos, enfriar y pesar.

Calcular el % de Grasa, analizando minimo por duplicado.

% EXTRACTO ETEREO = [(A-B)/C] X 100

A = Vaso Goldfisch con extracto.

B = Vaso Goldfisch vacio.

C = peso de la muestra (g).

PROTEINA CRUDA. (Método de Kjeldahl).

Se pesan de 0.5 a 1.0 g de muestra en un papel delgado, agregando 0.3g de
Sulfato de cobre pentahidratado + 5g de Suifato de sodio o potasio y se introducen
en un matraz Kjeldah! de 800mL al cual se agregan 15mL de Acido sulfarico
concentrado y se afiaden piedras de ebullicion.

El matraz se coloca en el digestor del equipo Kjeldahl y se calienta hasta la total
destruccidon de la materia organica, esto es hasta que el liquido quede
transparente con una coloracién azul verdosa.

Se deja enfriar a temperatura ambiente, se diluye con 350mL de agua destilada
fria y se enfria sobre hielo.

En un matraz Erlenmeyer de 500mL se adicionan 50mL de Acido Clorhidrico 0.1N
y unas gotas del indicador Rojo de Metilo. Colocar el matraz en el aparato de

destilacion cuidando de introducir la alargadera hasta el fondo de la solucién.
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Anadir lentamente y resbalando por la pared del matraz Kjeldahi 40mL de una
solucién concentrada de Hidréxido de sodio (1:1) enfriada previamente sobre
hielo. Adicionar polvo de zinc, conectar inmediatamente el matraz a la trampa del
Kjeldahl y agitar hasta mezclar las dos capas.

Destilar hasta un volumen de 150mL, retirar el Erlenmeyer, lavar la alargadera
recogiendo sobre el destilado las aguas de lavado.

Titular el exceso de acido con una solucién de Hidréxido de sodio 0.1N y efectuar
ademas una prueba en blanco empleando la misma cantidad de papel.

Calcular el % de Proteina, de acuerdo a la siguiente férmula:

% Nitrogeno = (A-B)(C)(D)(100)/M

A = Volumen gastado en la titulacién por el blanco.

B = Volumen gastado en la titulacion por la muestra.

C = Concentracién Normal del NaOH.

D = 0.014 que son los miliequivalentes de nitrégeno

M = peso de la muestra (g).

CARBOHIDRATOS TOTALES.
Los Carbohidratos Totales (C.T.) se determinan por diferencia:

% C.T. =100 - [% Humedad + % Cenizas + % Proteina + % Extracto etéreo}.
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ANEXO 4. CROMATOGRAMAS DE LA CURVA DE CALIBRACION.

Cromatograma # 1 FB, Concentracion 0.5 ppm.

1 2 3 4 s 6 7 8 O
minutes
Tiempo de Retencidn = 5.862 min; Area = 824052
Cromatograma # 2 FB, Concentracién 1.0 ppm.
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82




Cromatograma # 3 FB, Concentracién 2.0 ppm.

Volts- ’ A
1.50- /
1.25- / I
.00+ I
. !I \\
/ L
'3 s ’s 6 ] s S
’ minutes
Tiempo de Retencién = 6.030 min; Area = 2292453
Cromatograma # 4 FB; Concentracion 5.0 ppm.
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Tiempo de Retencién = 5.863 min; Area = 5678130
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Cromatograma # 5 FB; Concentracion 6.0 ppm.
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, miputes
Tiempo de Retencién = 5.904 min; Area = 6710690
Cromatograma # 6 FB, Concentracion 10.0 ppm.
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3- .
2-
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H |I E :2 , .3 T 4 s T 6 I., 18 i ] — 1
minutes

Tiempo de Retencidn = 5.914; Area = 11326969
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