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RESUMEN

Las fumonisinas (una familia de micotoxinas cancerigenas encontradas en los
alimentos) causan dafio a la salud humana y animal en diferentes partes del
mundo, ademas de tener implicaciones economicas. Es por esta razén, que en
el presente trabajo se investigd la eficiencia sobre la degradacion de estas
micotoxinas al utilizar un proceso de nixtamalizacion amigable con el ambiente
para producir tortillas (principal alimento de la poblacion mexicana). Para tal
efecto, maiz contaminado con 2136.67 ng/g de fumonisinas totales fue
transformado en tortillas, iniciando con una mezcla de maiz quebrado, agua e
hidréxido de calcio, la cual fue sometida a coccion en un horno de microondas
con una frecuencia de operacion de 2.45 GHz durante 3.75 min y
posteriormente reposada durante 3.5 h a temperatura ambiente. El nixtamal fue
molido para obtener la masa que fue utilizada para elaborar las tortillas. El
contenido de fumonisinas totales se determind utilizando columnas de
anticuerpos monoclonales. La masa presentd una concentracion de 1998.33
ng/g de fumonisinas totales, lo cual representd una reduccion del 6.5% del
contenido inicial de la toxina. Sin embargo, la concentracion de fumonisinas fue
reducida significativamente en las tortillas hasta 985.33 ng/g, debido al proceso
de coccion, lo que corresponde a una degradacion acumulativa del 54%. La
concentracion de fumonisinas en las tortillas se encontré por debajo del nivel
maximo tolerable, considerando que la Unién Europea establece como limite
reglamentario 1000 ng/g de fumonisinas en productos a base de maiz. Por otra
parte, las propiedades fisicoquimicas y tecnoldgicas de las tortillas estuvieron
dentro de los méargenes aceptables de calidad. De acuerdo a los resultados
obtenidos, la nixtamalizacion con microondas no es un método factible para
reducir el contenido de fumonisinas a niveles aceptables en la masa; sin
embargo, una reduccion efectiva de estas toxinas ocurrié cuando la masa fue

transformada en tortillas.

Palabras clave: Maiz, fumonisinas, nixtamalizacidén, microondas, tortillas.




JUSTIFICACION

Frecuentemente, el maiz destinado para la industria de la masa y la tortilla se
encuentra contaminado con fumonisinas, representando un serio problema
para la salud publica en México. Se conoce que el proceso térmico-alcalino
(nixtamalizacién) degrada hasta en un 80% el contenido de estas sustancias
toxicas. Recientemente, Pérez-Flores (2011) desarroll6 en la FESC un proceso
rapido de nixtamalizacidon mediante coccion por microondas, dicho proceso
posee grandes ventajas sobre el método tradicional, tales como: la no
produccién de nejayote, la reduccion de uso de agua, asi como la reduccion de
costos (tiempo/energia), entre otras. Si bien se han logrado avances en lo que
respecta a la calidad nutricional y sensorial de las tortillas elaboradas con el
método de nixtamalizacion por microondas, aln no se han realizado estudios
respecto a la degradacién de las fumonisinas. Consecuentemente, el presente
proyecto pretende evaluar la efectividad destoxificante de dicho proceso al

utilizar maices contaminados con fumonisinas.



INTRODUCCION
El maiz es un cereal de gran importancia tanto en México como a nivel
mundial, no solo porque en muchos paises constituye la principal fuente de
alimento en forma directa, sino también porque es la materia prima de diversos

productos alimenticios, farmacéuticos y de uso industrial.

Desde el punto de vista alimentario, econdmico y social, el maiz es el cultivo
mas importante en México. Siendo el de mayor presencia en el pais con el 51%
de la superficie sembrada y cosechada. Forma parte de la alimentacion diaria
en la forma de tortillas, alcanzando valores per capita de 70 kg/afio aprox.

Frecuentemente los maices destinados para la producciéon de la masa y la
tortilla se encuentran contaminados con hongos, y ciertas especies como
Fusarium verticillioides, son potenciales productoras de fumonisinas. Se ha
comprobado que este tipo de micotoxinas causan diversas enfermedades en
los animales, tales como: leucoencefalomalacia en equinos, edema pulmonar
en porcinos, asi como toxicidad del rifion y cancer en higado de ratas. En
cuanto a su efecto en la salud humana, este ha sido dificil de determinar; sin
embargo, se han relacionado con una alta incidencia de cancer de eséfago e

higado en ciertas areas endémicas en China y Sudafrica.

La contaminacion del maiz por hongos y sus metabolitos es inevitable, y son
pocos los trabajos que se han realizado respecto a la degradacion de las
fumonisinas. Se ha reportado que el proceso térmico-alcalino (nixtamalizacion)
degrada parcialmente a las fumonisinas en el grano destinado para la
elaboracion de las tortillas.

El proceso tradicional de nixtamalizacion (PTN) consiste en el cocimiento del
grano de maiz en abundante agua y cal, a temperaturas cercanas a la de
ebullicion, con un tiempo de reposo prolongado. Posteriormente, la solucion de
cocimiento (nejayote) se desecha y, al grano se le aplica un par de lavados,
para luego someterlo a molienda, obteniéndose de esta manera la masa para

la elaboracion de las tortillas. Si bien el PTN reduce la concentracion de las
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fumonisinas en cierto grado, aun no se ha reportado en qué etapa del proceso
se lleva a cabo esta disminucion, se cree que es en la etapa de coccion en
presencia del hidréxido de calcio, y muy probablemente, en el proceso fisico de
lavado, desechandose gran parte de estas sustancias en el nejayote y en el

agua de lavado.

El PTN, aunque es muy antiguo, hasta la fecha se continGa utilizando con
pocos cambios en las etapas de preparacion. Esta falta de modernizacion ha
originado que lo que antes, a pequefia escala, no representaba problemas, hoy
en dia sean pronunciados, como lo es la produccion de grandes cantidades de
nejayote, efluente altamente contaminante por su alto contenido de materia

organica y elevada alcalinidad.

Tomando en cuenta estas observaciones y tratando de dar solucién al
problema, diversos investigadores se han dado a la busqueda de nuevas
tecnologias, con ventajas sobre el proceso tradicional, tales como: la
aceleracion del proceso, reduccion de uso de agua, eliminacion de efluentes
contaminantes, reduccion de costos de operacion (energia/tiempo), y al mismo
tiempo tratar de conservar la calidad de los productos obtenidos.
Recientemente, se ha desarrollado un proceso de nixtamalizacion por
microondas (PNM), en el cual el maiz es fragmentado y mezclado con agua y
cal, cocidos en un horno de microondas, reposados y finalmente molidos para

obtener masa fresca para elaborar tortillas.

Las ventajas del PNM sobre el PTN son: la reduccion de los tiempos de
coccion, aumento del rendimiento masa/tortilla, mayor aporte nutricional,
ademas de no generar efluentes contaminantes, ya que en este proceso solo
se utiliza el agua necesaria para que se lleven a cabo las reacciones quimicas

propias de la nixtamalizacién.

Debido a las diferencias entre las etapas y condiciones de procesamiento, en
este trabajo se hizo necesario evaluar el efecto que dichos cambios producen
sobre las fumonisinas, asi como determinar algunas propiedades de calidad de

las tortillas obtenidas con el PNM.




CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1 Generalidades del maiz

1.1.1 Origen del maiz

Se considera que el maiz fue de las primeras plantas cultivadas. La evidencia
mas antigua del maiz como alimento proviene de algunos lugares
arqueoldgicos en México, donde pequefias mazorcas de maiz estimadas en
mas de 5000 afios de antigiedad fueron encontradas en cuevas de los
habitantes primitivos (Wilkes, 1979).

La distribucion del maiz a partir de su centro de origen en México, a varias
partes del mundo, ha sido tan notable y rapida como su evolucion a planta
cultivada y productora de alimentos. Los habitantes de varias tribus indigenas
de América Central y México llevaron esta planta a otras regiones de América
Latina, al Caribe y después a Estados Unidos de América y Canada. Los
exploradores del viejo mundo llevaron el maiz a Europa y posteriormente los

comerciantes lo llevaron a Asia y Africa (FAO, 2001).
1.1.2 Estructura del grano de maiz

La planta de maiz estd dotada de un amplio sistema radicular fibroso y es una
especie que se reproduce por polinizacién cruzada de la flor femenina (elote) y
la masculina (espiguilla), que se encuentra en diferentes lugares de la planta.
Las panojas (mazorcas) son las estructuras donde se desarrolla el grano, en un
namero variable de hileras (12 a 16), que producen de 300 a 1000 granos, que

pesan entre 190 y 300 g cada 1000 granos.



El grano individual del maiz (Figura 1.1), botanicamente es una cariopside y
esta formado por cuatro estructuras principales: 1) el pericarpio o céscara, 2) el
endospermo, 3) el germen o embrién, y 4) el pedicelo o pilorriza.

pericarpio
endospermo

germen

pedicelo

Fuente: Paredes-L6pez et al., 2008

Figura 1.1 Estructura del grano de maiz

1) Pericarpio: es la capa exterior de cubierta protectora dura y fibrosa que
encierra al grano. Comprende el pericarpio, la testa y la cofia, en un pequefio
casquete que cubre la punta del grano y protege el embrién. Todos los
componentes del pericarpio constituyen el 5.3% del peso del grano. En el

cereal maduro tiene la funcion de impedir el ingreso de hongos y bacterias.

2) Endospermo: Es la reserva energética del grano, representa el 80-84% del
peso total del grano. Compuesto por 87% de almidon, 8% de proteinas y 5% de
agua, funciona como proveedor de energia a la planta durante su desarrollo.
Las particulas de almidon se presentan de forma esférica, mientras que las
estructuras laminares estan formadas por proteinas. La distribucion del
contenido de agua produce dos morfologias diferentes, el liquido se concentra
en la parte interna del grano, mientras que la parte cercana a la cascara

presenta un menor contenido de agua, por lo tanto la morfologia del




endospermo seco tiene un aspecto mucho mas compacto que la seccion del

endospermo humedo (Benitez y Pfeiffer, 2006).

3) Germen: se sitla en el extremo mas bajo del grano, ocupando 9.5 a 12.5%
del peso total del grano. Posee dos partes destacables, el eje embrionario
(planta nueva) y el escutelo, que constituye una gran reserva de alimento.

Contiene un alto porcentaje de aceites (35-40%).

4) Pedicelo (pilorriza): Constituye un 0.8% del peso total del grano. Es una
estructura celular mediante la cual se une el grano al olote. Esta compuesto de
haces vasculares que terminan en la porcién basal del pericarpio, consta de
una capa exterior de abscision con la funcion probable de sellar la punta del
grano maduro. A esta capa le sigue una serie de células parenquimatosas en
forma de estrella unidas entre si por medio de sus puntas formando una
estructura fragil y porosa, conectadas con la capa de células cruzadas del

pericarpio (Inglett, 1970).
1.1.3 Composicién quimica del grano de maiz

La composicibn quimica del maiz esta conformada por: carbohidratos
(almiddn), proteinas, fibra cruda, azlcares, minerales y otras sustancias
organicas como vitaminas. Cabe mencionar que cada una de las partes del
grano de maiz difiere considerablemente en su composicién quimica, la cual a

su vez varia ampliamente por causas tanto genéticas como ambientales.

El almidén es el mayor componente del maiz, del cual el 98% se encuentra en
el endospermo, aunque cantidades importantes se han encontrado en el
embrion, el germen y la punta. Basicamente el contenido de almidén del grano

entero es de 72-73% del peso seco del maiz (Kent, 1987).

El granulo de almidén contiene aproximadamente 27% de amilosa (una
molécula esencialmente lineal formada aproximadamente por 1000 unidades
de glucosa) y 73% de amilopectina (una molécula ramificada que posee
aproximadamente 40 000 o mas unidades de glucosa) (Paredes-Lopez et al.,
2008).




Las proteinas constituyen aproximadamente el 10% y la gran mayoria se
encuentra en el germen del grano. No obstante, tanto el endospermo como el
pedicelo, llegan a tener hasta 9% de proteinas clasificadas en cuatro tipos de
acuerdo con su solubilidad: albaminas (solubles en agua), globulinas (solubles
en soluciones salinas), prolaminas (solubles en soluciones alcohdlicas), y

glutelinas (solubles en soluciones alcalinas o &cidas diluidas).

En el maiz, las prolaminas se encuentran principalmente en el endospermo y
han recibido el nombre de zeinas, mientras que las glutelinas, se encuentran
en la matriz proteinica de esta misma estructura; ambas proteinas constituyen
cerca del 90% de las proteinas del grano integral. Por el contrario, las proteinas
del germen son casi en su totalidad albuminas y globulinas (Paredes-Lopez et
al.,, 2008). La zeina tiene cantidades insuficientes de dos aminoacidos

esenciales, la lisina y el tript6fano (Hoseney, 1991).

El grano de maiz contiene aproximadamente 4.5% de lipidos, encontrandose
los &cidos linoléicos, palmitico, araquiddnico, entre otros. El 80% de los lipidos
se encuentran en el germen y una pequefia cantidad de fosfolipidos vy
glucolipidos se encuentran distribuidos en el endospermo del grano (Morrison,
1988).

El maiz es fuente importante de selenio (0.08 mg/kg), potasio (0.08 mg/kg),
magnesio (0.37%), cloro (0.12%), calcio (0.05%), sodio (0.03%), yodo (385
mg/kg), fésforo (0.29%) y azufre (0.14%), entre otros (Kent, 1987).

El germen del grano contiene 78% de los minerales, de los cuales el
componente inorganico mas abundante es el fosforo, principalmente en forma

de sales de potasio y magnesio del acido fitico (Paredes-L6pez et al., 2008).

El grano de maiz contiene dos vitaminas liposolubles, la provitamina A, o
carotenoide, y la vitamina E o a-tocoferol. Generalmente los carotenoides se
encuentran en el maiz amarillo, en cantidades que pueden ser reguladas
genéticamente, en tanto que el maiz blanco tiene un escaso o nulo contenido
de ellos. La vitamina E, que es objeto de cierta regulacion genética, se

encuentra principalmente en el germen. La fuente de la vitamina E son cuatro




tocoferoles; el mas activo biologicamente es el o-tocoferol; aunque el y-

tocoferol es probablemente méas activo como antioxidante (FAO, 1993).

Las vitaminas hidrosolubles del maiz son: Vitamina B1 (tiamina), Vitamina B2
(riboflavina),Vitamina B3 (niacina), Vitamina B5 (4cido pantoténico), Vitamina
B9 (acido félico) y colina (Kent, 1987).

1.1.4 Produccién de maiz en México

El maiz es el cultivo agricola més importante en el pais, ya que es la base de la
alimentacion de los mexicanos. Sin embargo, la produccién nacional no es
suficiente para cubrir los requerimientos, por lo que cada afio se importan miles

de toneladas de esta graminea.

Sinaloa ocupa el primer lugar en la produccién nacional de maiz grano desde el
2004. En el afio 2011 registré una produccion de 2.92 millones de toneladas, lo
que representa el 17% de la produccién nacional. El rendimiento promedio por
hectarea en el estado fue de 6.96 ton/ha. El estado de Jalisco es el segundo
mayor productor de maiz, con un total de 2.51 millones toneladas y un
rendimiento de 4.8 ton/ha. El estado de Chiapas est&d en tercer lugar con una
produccion de 1.55 millones de toneladas y un rendimiento de 2.4 ton/ha. En la

Figura 1.2 se muestran los principales estados productores de maiz del pais.

® Sinaloa

® Jalisco
Chiapas

52%

Michoacan

Resto del Pais

8%

Fuente: elaborada con datos de SARGAPA-SIAP, 2012
Figura 1.2. Principales estados productores de maiz grano en México




1.1.5 Produccion y consumo de maiz por variedad

En México se producen diversas variedades de maiz para diferentes usos
(Tabla 1.1). Sin embargo, las variedades mas representativas en cuanto a

produccién son: maiz blanco y amarillo o forrajero.

Tabla 1.1. Variedades y usos del maiz

Tipo de maiz Usos

Céreo 0 ceroso Elaboracién de adhesivos y gomas
Cristalino Alimento

Dulce Alimento para enlatados

Dentado Alimento en la industria

Palomero Botana

Semidentado Alimento y para el mejoramiento genético
Tunicado Mejoramiento genético del maiz en general

Fuente: Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT, 2011)

El maiz blanco se produce principalmente para el consumo humano, con él se
elaboran alimentos tradicionales como atole, pan, tamales, entre otros; y como

tortillas procedentes del grano de maiz nixtamalizado.

Por su parte, las aplicaciones del maiz amarillo son el consumo humano,
animal y de uso industrial, destacando la elaboracién de féculas y como
almidon, el cual es utlizado como insumo en la industria quimica, textil,
alimentaria, entre otras. También se utiliza en la elaboracion de botanas,
frituras y similares; cereales para el desayuno y produccion de alimentos para
animales (insumo utilizado como alimento balanceado para mascotas y el
sector pecuario) (SE, 2012).

1.2 La tortilla de maiz

La tortilla se define como un disco aplanado de masa de maiz nixtamalizado.
Representando la principal forma de consumo de maiz en México, siendo el

consumo per capita de 70 kg por afio aproximadamente (GIMSA 2012).
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La tecnologia para producir tortilla de maiz nixtamalizado (segun el proceso
tradicional) es muy antigua; y sus antecedentes se remontan a la cultura Maya
y otras como la Azteca y Tolteca, quienes trasmitieron este procedimiento de
generacion en generacion, el cual ha perdurado a través de los afos. En
aguella época, el maiz nixtamalizado era molido en un metate para producir la
masa que se utilizaba para formar discos de aproximadamente veinte
centimetros de diametro, los que se cocian en comales de barro. El producto
resultante era llamado tlaxcalli por los aztecas y posteriormente fue bautizado

como “tortilla” por los espafoles. (Cruz-Huerta y Verdalet-Guzman, 2007).
1.2.1 Proceso de elaboracion de las tortilla por el método tradicional
1.2.2 Nixtamalizacion

La palabra nixtamalizacion se deriva del Nahuatl “nextli” que significa “cenizas”
o “cal’, y “tamalli” que quiere decir “masa de maiz” (Cruz-Huerta y Verdalet-
Guzman, 2007).

Este proceso consiste en el cocimiento del grano de maiz en suficiente agua
(1:3) es decir, 1 kg de maiz por 3L de agua, adicionando hidroxido de calcio
[Ca(OH)2], sometido a una temperatura menor a la de ebullicion, durante un
tiempo de 30 a 45 minutos, con un tiempo de reposo de 12 a 14 horas en la
solucion de coccion (nejayote). Posterior al reposo, el nixtamal es lavado para
eliminar algunos componentes organicos como el pericarpio, el germen,

fracciones del endospermo y el exceso de calcio (Arambula-Villa et al., 2001).

En México, anualmente se producen 14.4 millones de m3 de nejayote
(Pedroza-Islas y Duran de Bazua, 1990). En general los pequefios productores
de tortilla utilizan mas de 75 L de agua por dia para procesar 50 kg de maiz,
generando aguas residuales que son desechadas al drenaje (Nifio-Medina et
al., 2009). En tanto que los grandes productores como: Maseca, Minsa,
Soriana, entre otras, casi siempre tratan al nejayote aerdbica/anaerdbicamente
para reducir la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y la demanda quimica
de oxigeno (DQO).
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El nejayote representa uno de los efluentes mas dificiles de tratar debido a que
tiene un alto pH (10 a 14), contiene aproximadamente 5% de materia organica
soluble e insoluble, restos de hidréxido de calcio (80% del hidréxido de calcio
utilizado originalmente durante el proceso de nixtamalizacion) (Pedroza-Islas y
Duran de Bazua, 1990; Velazco-Martinez et al., 1997; Salmerdn-Alcocer et al.,
2003). Se han encontrado valores de DBO y DQO de 14.21 g O2/L y 40.038 g
O./L respectivamente (Valderrama-Bravo et al., 2012)

1.2.3 Molienda del nixtamal

Una vez obtenido el nixtamal, este es lavado en abundante agua, para eliminar
el pericarpio y el exceso de hidroxido de calcio, y es escurrido por un tiempo

aproximado de 15 min. Una vez limpio se procede a su molienda.

La molienda del nixtamal se ha realizado de diferentes formas; utilizando
instrumentos sencillos como el metate o el molino de mano, hasta equipos
mecanico-eléctricos como el molino de piedras. La molienda se realiza
agregando un poco de agua al nixtamal, dando origen a la masa. La masa que
es una pasta suave, se conserva en un lugar humedo y de ella se toman las
cantidades necesarias para elaborar las tortillas (Rodriguez-Garcia et al.,
2008).

1.2.4 Elaboracién de las tortillas

Las tortillas de maiz son elaboradas a partir de testales de masa de 25-50 g y
son moldeadas a mano o con prensa manual, formando un disco aplanado de

aproximadamente 15 cm de didmetro y 2 mm de espesor.

1.2.5 Cambios importantes durante la elaboracion de las tortillas

1.2.6 Transformacion grano-masa

Durante el cocimiento y reposo del grano se llevan a cabo reacciones
bioquimicas, entrecruzamientos e interacciones moleculares que modifican
tanto las caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y reoldgicas de la masa

(Rodriguez-Garcia et al.,, 1996). Estos cambios se deben principalmente a
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modificaciones que ocurren en la estructura del almidon, debido a que la masa
resultante es una mezcla constituida por los polimeros del almidon mezclados
con granulos de almidén parcialmente gelatinizados, granulos intactos, partes

del endospermo vy lipidos (Gémez et al., 1987).

El proceso térmico alcalino conlleva a importantes interacciones entre el calcio
y los diferentes componentes quimicos del maiz, que determinan las
caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas y nutrimentales como; hidratar al
grano, suavizar el pericarpio, desnaturalizar las proteinas, gelatinizar
parcialmente el almidon y hacer méas biodisponible a los aminoacidos lisina y
triptéfano, tales que le confieren a los productos una calidad adecuada.

1.2.7 Transformacién masa-tortilla

Al llevar a cabo la molienda del maiz nixtamalizado se forma la masa, que es
una mezcla constituida por los polimeros de almidon (amilosa y amilopectina),
mezclados con granulos de almidon parcialmente gelatinizados, granulos
intactos, partes de endospermo y lipidos. Todos estos componentes forman
una red compleja heterogénea dentro de una fase acuosa continua (Gémez et
al., 1987).

La textura de la masa es critica para la etapa de moldeo de las tortillas.
Durante la nixtamalizacion, pequefias cantidades de granulos de almidén son
gelatinizados y la mayor gelatinizacion se debe a la friccibn durante la
molienda, en esta etapa también se dispersan parcialmente los granulos
hinchados dentro de la matriz; los que actian como pegamento que mantiene
unidas las particulas de masa. Una gran cantidad de almidon gelatinizado
(debido a un cocimiento excesivo) produce una masa pegajosa que es dificil de
manejar. Por otro lado, poco cocimiento produce una masa sin cohesividad que
da origen a tortillas con textura inadecuada (Bello-Pérez et al., 2002). Por lo
tanto, la masa debe presentar cierto grado de adhesividad para poder pegarse

a los rodillos formadores, pero que se logre despegar adecuadamente.
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1.2.8 Parametros de calidad de la tortilla de maiz

La calidad es un concepto que viene determinado por la combinacion de
distintos factores, relacionados todos ellos con la aceptacion del alimento por el

consumidor.

Son parametros determinantes de la calidad de las tortillas: 1) aroma a maiz
nixtamalizado, 2) sabor caracteristico, 3) rolabilidad o facilidad para formar el
taco y “forma de cuchara”, 4) ausencia de contaminantes tales como las
micotoxinas y 5) color, generalmente se prefieren blancas o amarillas, aunque
hay regiones geograficas dentro de México en las que se pueden encontrar

diversos colores: azules o rojas, siempre se prefieren colores brillantes.

1.3 Procesos alternativos de nixtamalizaciéon

El proceso de nixtamalizacion tradicional (PNT) consume gran cantidad de
tiempo y energia, ademas sus efluentes (nejayote) son altamente
contaminantes, colocando a la industria del maiz nixtamalizado dentro de los
principales contaminantes liquidos que se producen en el pais. Con el objetivo
de disminuir estos inconvenientes, se han propuesto modificaciones al proceso
y buscado métodos alternativos para la produccién de masas y harinas de maiz

nixtamalizado. Entre las tecnologias alternativas se encuentran:

1.3.1 Proceso de nixtamalizacién ecoldgico

En este proceso se aprovecha integralmente el grano de maiz, 1 kg de maiz es
molido y pasado por un tamiz de 5 mm, posteriormente es mezclado con 0.8 L
de agua con 3 g de hidroxido de calcio, cocido por ebullicibn y reposado
durante 2 h a temperatura ambiente (22+1 °C). El nixtamal obtenido se muele
para obtener masa para elaborar tortillas (Méndez-Albores et al., 2004a).

1.3.2 Proceso de nixtamalizacion por extrusion

El proceso consiste en el transporte del material (granular o fluido), a través de

un tornillo sin fin, el cual esta recubierto por un tubo en cuyo exterior puede
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regularse la temperatura de acuerdo a las necesidades. El material es forzado
a fluir bajo una o méas condiciones de mezclado, calentamiento y cizallamiento
a través de una boquilla disefiada para dar forma o expandir los ingredientes.
Arambula-Villa et al. (2000) obtuvieron masa fresca con estructura densa,
buena retencién de agua y baja velocidad de deshidratacion, al utilizar las
siguientes condiciones: velocidad de tornillo de 25 rpm, temperatura del
extrusor 80 °C y tiempo de residencia del.3 min.

1.3.3 Proceso de nixtamalizacion dieléctrico

El cocimiento dieléctrico se realiza utilizando como fuente de calor dos
electrodos de Cu-Ni conectados a corriente, con un voltaje constante. En este
proceso se aprovecha la disipacidon de calor producida al hacer pasar la
corriente por una solucion de agua-hidroxido de calcio y maiz. Gaytan-Martinez
et al. (2000) procesaron 100 g de maiz entero los cuales fueron macerados
durante 20 min en una suspension de agua e hidroxido de calcio (0.1%),
después se aplico el tratamiento dieléctrico pasando 100 V durante 10 a 15
min, finalmente el maiz fue molido y deshidratado para obtener harina de maiz

nixtamalizado.
1.3.4 Proceso de nixtamalizacion con vapor

El proceso consiste en el cocimiento alcalino de harina de maiz utilizando
vapor. El aparato consta de una camara provista por un ventilador en la parte
inferior, el cual permite tanto la circulacion de aire con un movimiento constante
de harina de maiz previamente mezclada con hidroxido de calcio; el calor y el
agua son suministrados de tal forma que el vapor y el agua resultante permiten
humedecer la mezcla harina-hidroxido de calcio, llevandose a cabo el
cocimiento; la harina se transfiere a una camara de enfriamiento y finalmente
se muele para obtener la distribucién de tamafios requerido (Bedolla 1984;
Serna-Saldivar 1996).
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1.3.5 Proceso de nixtamalizacion con infrarrojo

El proceso consiste en mezclar los granos de maiz en solucion diluida de
calcio, la mezcla se somete a coccion en un horno por infrarrojo, en este
proceso el nixtamal alcanza una temperatura de 80° C aproximadamente,
posteriormente se deja en reposo alrededor de 18 h a temperatura ambiente, el
nixtamal es lavado y molido, con la masa obtenida se elaboran las tortillas.
(Méndez-Albores et al., 2014)

1.3.6 Proceso de nixtamalizacion por microondas (PNM)

El proceso de nixtamalizacibn por microondas (PNM) consiste en mezclar
fragmentos de maiz integral (1 kg), agua (1L) e hidroxido de calcio (0.5%), la
mezcla es sometida a coccién en un horno de microondas a una potencia de
100% durante 3.45 min; posteriormente el nixtamal es dejado en reposo por un
periodo de 3 h y finalmente es molido para obtener masa fresca para la
elaboracion de las tortillas. ElI proceso descrito por Pérez-Flores (2011) se

muestra en la figura 1.3.

Molino de martillos | MOI IFNDA SFCA | S Maiz (1kg)
(Pulvex)
\ 2
Maiz Grits (1 kg)
MEZCLADO < Agua (11)
Horno de microondas v Ca(OH), (5a)
Potencia: 100% 2

Tiemnn: R 768 min COCCION

Tiempo: 3 REPOSO

v

Molino de piedras | \1) |IENDA HUMEDA

Didmetro: 12.5 cm
TROQUELADO Espesor: 1.2 mm
¢ aprox.
Temperatura: 270 °C COCCION
Tiempo: 1.5 min ¢
Tortillas

Fuente: Pérez-Flores, 2011
Figura 1.3. Diagrama del proceso de nixtamalizacion por microondas
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El proceso desarrollado recientemente en la FESC es objeto de la presente
investigacion ya que como meétodo alternativo de nixtamalizacién presenta
grandes ventajas sobre el método tradicional; en lo que respecta al bajo
consumo de agua, dado que se utiliza solo el agua necesaria para llevar a cabo
las reacciones quimicas propias de la nixtamalizacion, a la no producciéon de
efluentes contaminantes, a la reduccién de tiempos de coccion y de reposo, asi

como el aumento en el rendimiento masa/tortilla al usar el grano integral.

Martinez-Morquecho, (2012) reportd que las tortillas obtenidas por el PNM no
son afectadas en cuanto a la calidad nutricional y sensorial, lo que representa

una ventaja mas sobre el proceso tradicional.
e Generalidades de las microondas

Las microondas pueden considerarse como ondas cortas de radio con
longitudes en el rango de 1 mm a 1 m (Halliday et al., 1994), forman parte del
espectro electromagnético y se encuentran en el intervalo de frecuencia
comprendido entre las zonas del infrarrojo y las ondas de radio (300 MHz-

300GHz). Tal como se muestra en la Figura 1.4.
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Fuente: Fuente: Halliday et al., 1994
Figura 1.4. Esquema del espectro electromagnético
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Todas las formas de radiacion electromagnética se propagan a traves del

espacio en forma de ondas, tal como se muestra en la Figural.5.

Campo eléctrico (y)
H

Longitud de onda 4, nm

< \\ N
Campo magnético (x) - \ Amplitud (A)

Periodo T,s

>
|

1
|

|

Direcé{én de propagacion

Fuente: Kotz y Treichel, 2003
Figura 1.5. Elementos de una onda electromagnética

Los elementos que forman una onda son:
- Longitud de onda A (lambda), es la distancia entre dos puntos que se
encuentran en el mismo estado de vibracion cresta-cresta o valle-valle.

Usualmente se expresa en nanémetros (nm) o cualquier unidad conveniente.

- Frecuencia v (nu), es el nimero de oscilaciones que pasan por un punto en

una unidad de tiempo, generalmente es representada como s™ o Hertz.

- Amplitud (A), es la altura maxima alcanzada por una onda; los puntos con

amplitud cero son llamados nodos, los cuales ocurren a intervalos de A/2.

- Periodo (T) es el tiempo en el que tarda una particula en completar un ciclo, el

cual es medido en segundos.
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e FEl horno de microondas

El horno de microondas es una de las grandes invenciones del siglo pasado, si
bien el tratamiento térmico de los alimentos utilizando microondas inicié6 a
finales de 1940, es hastal960 cuando los microondas de uso doméstico
adquirieron popularidad especialmente en Estados Unidos cuando fueron

lanzados al mercado por primera vez.

Los hornos de microondas domeésticos, generalmente se usan para calentar o
recalentar alimentos, por lo general su frecuencia es de 2450 MHz

correspondiente a una longitud de onda de 12.2 cm (USDA, 2000).

Los principales componentes de un horno de microondas son: 1) el magnetron,
en este dispositivo se generan las microondas; 2) las guias de onda a través de
las cuales se dirigen las ondas hacia la cavidad del horno y 3) la cavidad del
horno, en la cual se coloca el alimento que sera calentado. En la Figura 1.6 se

muestra el esquema de un horno de microondas convencional.

Magnetrén

Ventilador

Cavidad

Fuente: Morata-Barrado, 2010

Figura 1.6. Esquema de un horno de microondas
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La tecnologia de las microondas se basa en la interaccion de la radiacion
electromagnética de una cierta longitud de onda con el alimento, el cual
produce vibracién o rotacion de las moléculas, lo que supone disipacion de

energia térmica que permite el calentamiento (Morata-Barrado, 2010).

La energia de las microondas es absorbida por las moléculas dipolares
presentes en los alimentos como son el agua, las grasas y los azlcares, entre
otros. El calentamiento se produce por dos mecanismos: 1) conduccion
ionica: al entrar en contacto con las microondas se produce un desplazamiento
de los iones presentes en los alimentos hacia la direccién del campo eléctrico
alterno; esta transmision de energia produce colisiones, transmision de energia
cinética y generacion de calor, 2) rotacion de dipolos: al intentar alinearse los
dipolos rotaran a la misma frecuencia del campo eléctrico (915 o 2450 MHz)

generando friccion y calor (Morata-Barrado, 2010).

El calentamiento generado por las microondas es volumétrico, pues se genera
en todo el alimento y no del exterior al interior. Un calentamiento uniforme
resulta de la alta absorcién de energia por las moléculas de agua, las cuales
son los componentes dipolares mas abundantes de los alimentos (Mudget,
1986).

1.4 Contaminacion del maiz por microorganismos

Actualmente se reconoce la presencia de micotoxinas en los cereales y en
otros alimentos, el maiz no constituye una excepcién. En América Central,
donde el maiz es un alimento de gran importancia, el grano se cosecha dos
veces al afio en las zonas tropicales. Una de esas cosechas tiene lugar en
agosto, época en la que aun llueve y se dan las condiciones ideales de

humedad y temperatura para la propagacion de los hongos (FAO, 1993).

Numerosas son las especies de hongos productores de micotoxinas que
originan enfermedades en el hombre y en los animales domeésticos; sin
embargo, los géneros mas importantes en la contaminacion de granos y

semillas son: Aspergillus, Penicillium y Fusarium. La contaminaciéon con sus
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micotoxinas puede ocurrir en cualquier punto en la cadena de produccion,

almacenamiento o industrializacion.
1.4.1 Micotoxinas

Las micotoxinas se definen como compuestos organicos, biolégicamente
activos y de amplio espectro causantes de intoxicaciones agudas, cronicas, con
efectos mutagenos, teratdgenos y carcindgenos (Reyes-Escobedo et al., 2006).
Estos compuestos son objeto de interés mundial debido a las importantes
pérdidas econémicas que acarrean sus efectos sobre la salud de las personas,
la productividad de los animales y el comercio nacional e internacional de los
granos. La organizacidon de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion estima que las micotoxinas afectan el 25% de la produccion
agricola anual (FAO, 2001).

Actualmente es extendida la opinion de que el efecto mas importante de las
micotoxinas, particularmente en los paises en desarrollo, es la capacidad de
algunas micotoxinas de obstaculizar la respuesta inmune y, por consiguiente,

de reducir la resistencia a enfermedades infecciosas (FAO, 2003).

La contaminacion con micotoxinas de aquellos productos susceptibles, ocurre
como resultado de las condiciones medioambientales en el campo, aunado a
las inadecuadas condiciones en que son realizadas las operaciones de

cosecha, transporte, almacenamiento y procesamiento del producto.

Seguramente las micotoxinas siempre han estado presentes en los alimentos;
sin embargo, hasta hace algunos afos se les dié la importancia debido a que

se les reconocié como un problema de salud publica.
1.4.2 Fumonisinas
Son sustancias toxicas, producto del metabolismo secundario de ciertos

hongos del género Fusarium (Moss, 1996). En el maiz, las especies

productoras de fumonisinas son F. verticillioides y F. proliferatum. Estos hongos
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se pueden recuperar de la mayoria de los granos de maiz, incluyendo aquellos
gue parecen sanos (Bacon y Williamson, 1992; Pitt et al., 1993; Sanchis et al.,
1995). Existen al menos tres fumonisinas de ocurrencia natural y se conocen
como: FB1, FB2 y FB3 (Tanaka et al., 1988).

Este tipo de micotoxinas producen una gran variedad de efectos en los
animales; leucoencefalomalacia en equinos, edema pulmonar en porcinos, asi
como toxicidad del rifidn y cancer de higado en ratas. Su efecto en humanos ha
sido dificil de determinar; sin embargo, se han asociado con una alta incidencia
de cancer de eséfago y con la promocidén de cancer hepatico en ciertas areas
endémicas (Ueno et al., 1997).

Las fumonisinas son un contaminante natural del maiz (Munkvold y Desjardins,
1997), estudios previos han demostrado que éstas toxinas se encuentran en
derivados del maiz, como cereales de desayuno, aperitivos, cervezas y
forrajes, destinados no solo al consumo animal sino también al humano
(Sanchis et al., 2000)

En 1993, la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer clasifico las
fumonisinas como carcinbgenos del grupo 2B -posibles carcinégenos
humanos- (IARC, 1993). Recientemente, se realizaron estudios en diferentes
zonas geograficas de China, las cuales se consideran como éareas de alto
riesgo de cancer de eséfago por los altos niveles de contaminacién con
fumonisinas en el maiz (Yoshizawa et al., 1994; Gao y Yoshizawa, 1997; Zhang
et al., 1997).

La fumonisina B1 (FB1) es la mas abundante de la familia de estas toxinas y
por lo general, representa del 70 a 80% del contenido total de fumonisinas en
alimentos contaminados naturalmente por Fusarium verticillioides. Su formula
empirica es C34Hs59NO315 con un peso molecular de 721 g/mol (Waskiewicz et
al., 2012), son aminopolioles cuya estructura principal consiste en una cadena
lineal de 20 atomos de carbono, la cual tiene un grupo amino en el carbono 2,
junto con grupos metilo, hidroxilo y acido tricarballilico en diferentes posiciones

a lo largo del esqueleto carbonado (Proctor et al., 2003). Cabe mencionar que
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las fumonisinas no tienen una estructura ciclica como se ha encontrado en la

mayoria de las micotoxinas (Wan-Norhasima et al., 2009).

La estructura quimica de las fumonisinas y en particular la de la FB1, es muy
similar a la esfinganina (Sa) y a la esfingosina (So), Figura 1.7 que son
intermediarios derivados de los acidos grasos en el metabolismo de los
esfingolipidos (Merrill et al., 2001).

Fumanisina B1

OR OH OH

CH OR, CH, OH MH,

R, =Acido tricarbalilico

Esfinganina (] oM

H,OH
NH

Esfingosina (5]
OH

CH,OH

MH

Fuente: Hartl y Humpf, 1999

Figura 1.7 Estructura quimica de FumonisinaB,, Esfinganina y Esfingosina
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Los esfingolipidos forman parte de la membrana celular e intervienen en los
procesos de crecimiento, diferenciacion y muerte celular al mantener la
estructura de la membrana, la intercomunicacién celular, la interaccion entre las
células y la matriz extracelular, regulando los receptores del factor de

crecimiento y actuando como segundos mensajeros (Merrill et al.,1997).

Las fumonisinas inhiben competitivamente a la enzima celular ceramida sintasa
y consecuentemente hay acumulacion de las bases esfingoides: esfinganina
(Sa) y en menor grado esfingosina (So) (Voss et al., 2007). El incremento en
la relacién Sa:So ha demostrado ser un util biomarcador a la exposicion de la
toxina en algunos casos experimentales (Merrill et al., 2001; Riley et al., 2001).

1.4.3 Efecto de las fumonisinas

Las fumonisinas suponen un factor de riesgo de cancer de higado y esofago,
defectos en el tubo neural y problemas cardiovasculares, en poblaciones que
han ingerido alimentos elaborados con maiz contaminado por altas
concentraciones de fumonisinas (IARC, 2002; Wang et al., 2005).

En cuanto a la absorcion de FB1 no existen estudios acerca del metabolismo y
cinética en humanos. En animales de experimentacion, una vez que ingresa al
tracto gastrointestinal, la fumonisina se distribuye y elimina rdpidamente en su
forma original (80% en las heces y 3% en la orina). En el higado y el rifién, se

encuentran bajas concentraciones.

En animales, algunas de las enfermedades relacionadas con el consumo de
fumonisinas son leucoencefalomalacia en equinos (LEM). Esta es una
enfermedad neurotéxica, que se presenta en todo el mundo y es caracterizada
por necrosis del material blanco en uno de los hemisferios del cerebro
(Marasas et al., 1984).También se han relacionado con edema pulmonar en
cerdos y han demostrado ser hepato y nefrotoxicas en ratas (Gelderblom et al.,
1993; Theumer et al., 2002).
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Las infecciones causadas por fumonisinas en maiz se asocian con
enfermedades en plantulas, podredumbres de raiz, tallo y mazorcas e inclusive
dafios en granos almacenados. Dada la capacidad de producir infecciones
sintomaticas, el principal problema relacionado con la presencia de F.
verticillioides se asocia con la pobre calidad de los granos y la potencial

produccién de micotoxinas (Munkvold y Desjardins, 1997).
1.4.4 Control de las fumonisinas

La produccion de fumonisinas esta influenciada por la variedad de grano usado
para el cultivo, por las diferentes formulaciones de fertilizantes, asi como por
las variaciones en las condiciones de almacenamiento y caracteristicas
ambientales como la temperatura, la humedad y la precipitacion pluvial (Arifio
et al., 2009; Miller, 2001).

Debido a la alta incidencia de toxinas en materias primas para la alimentacion
humana y animal, asi como su implicacién en diversas patologias, es necesario
un control de las mismas. Al respecto la Unién Europea (UE) recientemente
establecio limites reglamentarios de fumonisinas en los alimentos,
considerando la suma de FB; + FB, teniendo como nivel maximo 1000 ng/g
para productos a base de maiz para consumo humano (CE 2007). Por su parte,
la Food and Drug Administration (FDA), determiné que el nivel maximo
recomendado para fumonisinas totales es de 4000 ng/g para el maiz destinado
a la produccion de masa (FDA, 2001). Desafortunadamente en México no

existe regulacién sobre este tipo de micotoxinas.

Generalmente los paises exportadores de productos agricolas procedentes de
zonas tropicales o subtropicales con climas humedos y calidos carecen de
limites maximos admisibles para las micotoxinas, o si los poseen son
claramente superiores a los impuestos por los paises importadores de clima
moderado o frio. Se deberia llevar a cabo un consenso mundial en la
regulacion de la mayoria de las micotoxinas, lo cual parece alejado de la

realidad, debido a los intereses creados y a las presiones de tipo comercial.
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1.4.5 Métodos analiticos para determinar fumonisinas

Los métodos convencionales para el analisis de las micotoxinas incluyen la
cromatografia de capa fina (TLC), cromatografia de gases (GC),
espectrometria de masas (MS), electroforesis capilar (CE), cromatografia de
liguidos de alta resolucion (HPLC) con deteccion por fluorescencia, ademas se
utilizan algunos métodos conjugados (GC/MS), (CE/MS) (Oles y Trucksess,
2010). Estos métodos de andlisis aplicados a muestras de alimentos o granos
dan resultados en cuestion de horas y/o dias. Sin embargo, se debe considerar
que la complejidad analitica en la industria alimentaria requiere un informe

rapido para cada contaminante (Zheng et al., 2006).

En cuanto a la determinacién de fumonisinas, en las ultimas dos décadas se
introdujeron los métodos alternativos basados en anticuerpos, como por
ejemplo el ensayo de inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA) (Griessler et
al.,, 2010). Los métodos inmunoquimicos (FumoniTest) basados en la
aplicacion de anticuerpos monoclonales o policlonales, los cuales han tenido
gran aceptacion debido a su adaptabilidad, simplicidad, selectividad y bajo
costo (Wang et al., 2006).

El método utilizado en esta investigacion para la cuantificacién de fumonisinas

fue del tipo inmunoquimico, el cual se detallard méas adelante.
1.4.6 Prevencion de la contaminacion por fumonisinas

La contaminacion del maiz en el campo con Fusarium verticillioides se produce
de manera natural y bajo condiciones favorables, es capaz de causar
enfermedades en plantulas, podredumbre del tallo, raiz y mazorca. La
podredumbre de la mazorca ocasiona reduccién en los rendimientos y
acumulacion de metabolitos, como las fumonisinas, que convierten a los granos

en inadecuados para el consumo animal y humano (Scott et al., 1985).

La manera mas conveniente de prevenir los problemas ocasionados por las
fumonisinas es evitar que el hongo se desarrolle en los productos alimenticios.

Se han desarrollado numerosas estrategias que permiten reducir la incidencia
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de F. verticillioides y el contenido de fumonisinas en el maiz. Algunas de ellas
son: el uso de variedades menos susceptibles a la produccion de micotoxinas,

el control de insectos y malezas, y las buenas practicas agricolas (BPA's).

Es posible controlar la produccion de fumonisinas en el maiz por la simple
combinacion actividad de agua y temperatura (a./T), siempre que las
condiciones de almacenamiento sean adecuadamente controladas vy
mantenidas mediante aireacion periodica. El intervalo de condiciones que
permiten controlar la produccion de fumonisina B1 (FB;) es mucho mas amplio
que aquel que se requiere para controlar el crecimiento o la germinacion de las
cepas productoras. Un almacenamiento a <0.93 a, aseguraria el
mantenimiento de un maiz libre de fumonisinas procedentes del campo, a
niveles < 1000 ng/g a cualquier temperatura. EI almacenamiento refrigerado
también conseguiria la misma finalidad (Sanchis et al., 2000). Sin embargo,
mantener estas condiciones no es facil sobre todo en paises subdesarrollados
y con climas tropicales y subtropicales, por la falta de tecnologias apropiadas a

las condiciones sociales y econdmicas de su poblacion.
1.4.7 Destoxificacion de fumonisinas por proceso térmico-alcalino

Dado que un gran numero de muestras de maiz estan contaminadas con
fumonisinas, es muy importante el desarrollo de procedimientos de

destoxificacion de estas toxinas en los alimentos.

El método tradicional para la elaboracién de las tortilas de maiz es la
nixtamalizacion, este tratamiento ha demostrado gran eficiencia en la
descontaminacion de las fumonisinas reduciendo los niveles de contaminacion
aproximadamente en un 80% (Dombrink-Kurtzman et al., 2000; Voss et al.,
2001; De la Campa et al., 2004).

Al parecer las condiciones térmico-alcalinas favorecen la hidrélisis de las
fumonisinas (FB) generando HFB1 y HFB2, tal y como se muestra en la Figura
1.8. Las FB y sus hidrolizados persisten durante el proceso, encontrandose aun
en las tortillas. Las principales variables que afectan el proceso de

descontaminacion son: remocion incompleta del pericarpio, conjugacién de las
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toxinas a proteinas del maiz, tiempo de coccion y reposo del nixtamal, asi

como el tiempo y la temperatura de coccion de las tortillas (Reyes et al., 2006).

Fumonisina EJ1

QOR OH OH

CH OR, CH, OH r-IH

o o
b

FB, 'R, =Arido tricarballilico
HFB, : R,=H

Fuente: Hartl y Humpf, 1999

Figura 1.8. Estructura quimica de la fumonisina B; (FB;) y su hidrolizado (HFB;)

En cuanto a la descontaminacion de maiz contaminado con otras toxinas,
recientemente se realizO una investigacion utilizando el proceso de
nixtamalizacion por microondas (PNM), el cual demostré ser un método eficaz
para la degradacion de aflatoxinas, logrando reducir los niveles de

contaminacion hasta en un 84% (Pérez-Flores et al., 2011).

Es por esta razon, que resulta de interés evaluar la efectividad del PNM al
procesar maices contaminados con fumonisinas y al mismo tiempo determinar
algunas propiedades de calidad de las tortillas. De este modo, se podra
generar informacién basica para incorporar este proceso a mediano o largo

plazo como un método alternativo para la elaboracién de las tortillas de maiz.
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CAPITULO I

2.1 PROPUESTA DE INVESTIGACION

2.1.1 Hipotesis

El proceso de nixtamalizacion por microondas puede ser otra alternativa para
degradar a las fumonisinas, sin afectar de manera significativa las propiedades

fisicoquimicas y tecnoldgicas de las tortillas de maiz.

2.1.2 Objetivo general

Determinar el efecto del proceso de nixtamalizacion por microondas
desarrollado en la FESC respecto a la degradaciéon de fumonisinas totales, asi
como determinar algunas propiedades de calidad de las tortillas, con la
finalidad de ofrecer un producto con calidad sanitaria y tecnoldgica adecuada

para el consumidor.

2.1.3 Objetivos particulares

1) Someter al PNM tres lotes de maiz con un contenido de
fumonisinas de ~ 2000 ng/g y determinar las propiedades

fisicoquimicas y de calidad de las masas y las tortillas elaboradas.

2) Conocer el contenido de fumonisinas totales de las masas y las
tortillas obtenidas por el PNM, mediante el método de columna de
inmunoafinidad, para determinar la efectividad degradante del

proceso.
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2.1.4 Cuadro metodologico

HIPOTESIS
El proceso de nixtamalizacién por microondas es otra alternativa para degradar a las fumonisinas sin afectar de
manera significativa las propiedades fisicoquimicas y tecnolégicas de las tortillas de maiz.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del proceso de nixtamalizacion por microondas desarrollado en la FESC respecto a la
degradacion de fumonisinas totales, asi como determinar algunas propiedades de calidad de las tortillas, con la
finalidad de ofrecer un producto con calidad sanitaria y tecnolégica adecuada para el consumidor.

OBJETIVO PARTICULAR 1

i

Actividad 1.1
Limpieza del grano, eliminaciébn de materia extrafia, ramas,
granos rotos, etc.

OBJETIVO PARTICULAR 2

|

l

Actividad 1.2
Caracterizacion de los granos de maiz
-propiedades fisicas: tamafio, peso de 1000 granos, peso
hectolitrico.
-Propiedades fisicoquimicas: color, contenido de humedad, pH y
color.

Actividad 3.1

Determinacién de fumonisinas totales en masas y tortillas
por el método FumoniTest

l

l

Actividad 1.3
- Esporulaciéon de la cepa del hongo Fusarium verticillioides, en
cajas Petri con medio de cultivo APD por 7 dias a 28 °C
-Preparacion de la suspension de esporas para inocular los
granos de maiz.
- Ajuste del contenido de humedad a 18%, e incubar el maiz a
28 °C durante 21 dias.
-Esterilizacion de los granos con 6xido de etileno, cuando la
concentracién de fumonisinas sea la indicada.

Variables
V.l. Concentracién de fumonisinas en la masay las tortilla
V.D. Calidad sanitaria de las tortillas
N.V. N/A

l

Actividad 1.4
- Cuantificacion fumonisinas totales en el grano de maiz con
el método FumoniTest.

|

Actividadl1.5
Elaboracion de las masas y las tortillas con el PNM

l

Actividadl.6
- Caracterizacion de las masas
Propiedades Fisicoquimicas: Contenido de humedad y pH

|

Actividad 1.7
- Caracterizacion de las tortillas
Propiedades fisicoquimicas: Contenido de humedad, pH y color.
Propiedades de calidad: Grado de inflado, rolabilidad y pérdida
de peso.

Variables y Niveles
V.l. Condiciones del proceso
V.D. Propiedades fisicoquimicas y de calidad de las tortillas
N.V. N/A

Resultados y discusion

Conclusiones

Recomendaciones
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Materia prima

2.2.2 Maiz

Se utilizé grano de maiz blanco (AS-900) con distribucion de tamafio uniforme,
el cual fue proporcionado por semillas Aspros de México S.A. de C.V. El grano
fue almacenado a temperatura ambiente en tambores de plastico para evitar la

proliferacion de plagas.

2.2.3 Cepa del hongo
Se emple6 una cepa del hongo Fusarium verticillioides (UNIGRAS-2509),
proporcionada por la Unidad de Investigacion en Granos y Semillas de la
Universidad Nacional Autonoma de México.

OBJETIVO PARTICULAR 1

2.3 Propiedades fisicas del grano de maiz

2.3.1 Tamafio del grano de maiz
Para determinar el tamafio del grano se midid el largo, ancho y espesor del
centro del grano. Se midieron 25 granos tomados al azar. Se utiliz6 un vernier
Digimatic, marca Mitutoyo Corp., con rango de medida de 0.01-150 mm. Los
datos fueron reportados como el valor promedio y el error estandar de las
mediciones.

2.3.2 Peso de 1000 granos

Se tomaron 1000 granos al azar y se pesaron en una balanza analitica Ohaus,

con capacidad de 0-210 g, y una precision de + 0.0001 g. Se realizaron cinco
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repeticiones de cada medicion, se obtuvo la media y el error estandar de los
datos.
2.3.3 Peso hectolitrico

La determinacion de este parametro se llevo a cabo siguiendo la técnica 55-10
de la AACC (2000). Se llen6 con granos un recipiente de aluminio de volumen
conocido, pesandose en una balanza analitica Ohaus con capacidad de 0-210
g y una precision de +0.0001 g. El peso hectolitrico se obtuvo al dividir el peso
de los granos entre el volumen del recipiente y relacionandolo a un volumen de
100 L. Se realizaron cinco repeticiones de las mediciones y se reporté la media

y el error estandar.
2.4. Propiedades fisicoquimicas
2.4.1 Contenido de humedad

Se procedié de acuerdo al método 44-19 de la AACC (2000). Se colocaron 4 g
de muestra en charolas de aluminio en una estufa con circulacién de aire
forzado a 103 °C durante 24 h. Las pruebas se realizaron por triplicado. Se

report6 la media y el error estandar.
2.4.2 pH

La determinacién del pH se realizé de acuerdo al método 02-52 de la AACC
(2000). Se preparé una suspension con 10 g (b.s.) de harina de granos de
maiz, masa y tortilla en 100 mL de agua destilada, a una temperatura de 25° C.
Las suspensiones se agitaron por espacio de 30 min empleando un agitador
magnético y posteriormente se dejaron en reposo por espacio de 10 min. El pH
fue determinado directamente en el sobrenadante utilizando un potenciémetro
marca conductronicPC-45. Las determinaciones se realizaron por triplicado. Se

reporto la media y el error estandar.

32



2.4.5 Color

Para la medicion del color se utiliz6 un colorimetro marca Minolta modelo
CR300. El colorimetro se calibré con una placa blanca de porcelana (L=97.02,
a=0.13, b=1.77). Las determinaciones se realizaron de la siguiente forma: se
colocaron aproximadamente 100 g de muestra en un recipiente de vidrio de
baja profundidad (2 cm) para los granos de maiz, y en el caso de las tortillas,

las mediciones se realizaron directamente en éstas.

Las lecturas se realizaron por triplicado con respecto a cuatro posiciones
localizadas 90° una respecto a la otra. Se obtuvieron los valores de L, ay b.
Con estos valores se procedid a calcular la diferencia total de color (AE), el

croma y el valor Hue, con base en las ecuaciones:

AE = [(AL)? + (Aa)® + (Ab)*]* )
Croma = (a2 + b?)'? (I
Hue = Tang™ (b/a) (n

Donde:
AE= diferencia total del color, entre la referencia y la muestra.
AL, Aa y Ab= diferencias absolutas en los valores de L, a y b de la referencia y

la muestra.

El método triestimulo Hunter Lab, se define en un espacio cartesiano en el que
L corresponde a la luminosidad, con valores que van de 0 (negro) hasta 100
(blanco). Los ejes a y b corresponden a la cromaticidad, concretamente a
(rojo-verde) y b (amarillo-azul). La tonalidad la da el &ngulo Hue, y el valor de

croma corresponde a la saturacion del color (Figura 2.1).
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Plano - Eje
Luminosidad
(L") de 0 a 100

Plano

lunu(”'; = Rojo - Verde

(a*)
2 ‘ Plano
{ Amarillo - Azul
> (b*)

Fuente: Peleg y Bagley, 1983
Figura 2.1. Esquematizacion de las coordenadas del color

2.5 Preparacién de las unidades experimentales

2.5.1 Crecimiento del hongo

Fusarium verticillioides se indujo a esporular en cajas de Petri con medio de
cultivo agar-papa-dextrosa (APD) durante 7 dias a 28°C. Con un bisturi se
desprendieron las esporas del hongo para preparar una suspension con

aproximadamente 700,000 esporas/mL.

2.5.2 Inoculaciéon del maiz

La humedad de los granos fue ajustada a 18% mediante la adicién del inéculo,
y se almacend en garrafones de plastico. Los garrafones fueron cubiertos con
una pelicula delgada de polietileno para reducir al minimo la pérdida de
humedad del grano; sin embargo, se hicieron 10 perforaciones con un alfiler a
cada pelicula, para evitar la acumulacién de biéxido de carbono, el cual es
generado por la respiracion de los granos y hongos. Los garrafones fueron
incubados a 28 °C, manteniéndose una humedad relativa entre 70-75%.

Los recipientes fueron mezclados cada 12 horas a baja velocidad (60 rpm)
durante 15 minutos en un mezclador (modelo C-100, Hobart Corp. Troy, Ohio,
EE.UU.).
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Transcurrido el periodo de incubacion (21 dias), el grano fue sometido a una
atmoésfera de gas de 6xido de etileno a una concentracion de 1000 mg/L
durante 5 h, para detener el desarrollo del hongo toxigeno y evitar la dispersion
de las esporas viables (Méndez-Albores et al., 2004a). Finalmente, el grano fue
secado aproximadamente a 12% de humedad y almacenado a 4 °C en bolsas

de polietileno para su posterior analisis.
2.6 Proceso de nixtamalizacion por microondas

El proceso de nixtamalizacion se llevé acabo utilizando el método descrito por
Pérez-Flores et al. (2011). Unidades experimentales de 1 kg de maiz fueron
molidas en un molino Pulvex-200 (malla 5 mm), se adicion6 1 L de agua y
0.05% de hidroxido de calcio. La mezcla fue sometida a coccién por espacio de
3.45 min en un horno de microondas comercial (LG, modelo MS2047 GR,
Korea), con una potencia de coccion del 100%. La potencia del magnetron
especificada por el proveedor es de 1650 W con una frecuencia de operacion
de 2450 MHz. Posteriormente, el nixtamal se dejé en reposo por 3 h a
temperatura ambiente. El nixtamal se molié en un molino de piedras (FUMASA,
modelo MN-400, México) hasta obtener una masa de fineza adecuada para
producir tortillas con un contenido de humedad de aproximadamente 57%.
(Figura 2.2).

Figura 2.2 Esquema ilustrativo de la elaboracion del nixtamal y la masa

a) nixtamalizacion en microondas, b) molienda himeda de nixtamal

c) obtencién de masa

35



2.6.1 Elaboracion de las tortillas

Testales de masa de 28 g fueron troquelados en forma de tortillas (Figura 2.3)
con las siguientes caracteristicas: 12.5 cm de diametro, 1.2 mm de espesor v,
se utilizé una tortilladora manual (Modelo TM-G, Casa Gonzalez. Monterrey,
N.L. México).

Figura 2.3 Troquelado de las tortillas

2.6.2 Cocimiento de las tortillas

Las tortillas elaboradas se sometieron a coccion utilizando un comal de fierro
calentado a fuego directo a una temperatura promedio de 270+5 °C con los
siguientes tiempos: 17 s para la formacion de la capa delgada de la tortilla, 55 s
para formar la capa gruesa y finalmente se volteo la tortilla y se expuso durante
17s permitiendo el inflado (Figura 2.4).

Figura 2.4 Coccidn de las tortillas: a) tortilla en comal, b) inflado de tortilla
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2.6.3 Propiedades de calidad de las tortillas
2.6.4 Grado de inflado

La evaluacion de este parametro se llevo a cabo durante la elaboracion de 5
tortillas, al observar el tamafio de la ampolla que presentaba cada tortilla,
asignandole una calificacion de 1 a la tortilla con inflado entre 75 y 100%, de 2
con un inflado entre 25 y 75% y de 3 con un inflado entre 0 y 25% (Pérez-
Flores, 2011).

2.6.5 Capacidad de enrollamiento (rolabilidad)

La rolabilidad se determiné utilizando el método descrito por Bedolla (1983),
con algunas modificaciones. Se tomaron al azar cinco tortilas de cada
tratamiento y cada una se enroll6 manualmente alrededor de una varilla de
vidrio de 2 cm de diametro, y se observo el grado de rompimiento. Se asigné
una calificacion de 1 a la tortilla que no presenté ruptura, de 2 cuando se
rompié aproximadamente el 25% del ancho de la tortilla, de 3 cuando se
presentd ruptura de aproximadamente 50%, de 4 a la ruptura del 75 % y de 5
cuando la ruptura fue completa. La prueba se llevd acabo a temperatura

ambiente después de 30 minutos de elaboradas las tortillas.
2.6.6 Pérdida de peso durante la coccion de la tortilla

La pérdida de peso se determind utilizando el método reportado por Méndez-
Albores et al. (2004a). Se elaboraron cinco tortillas de cada repeticion y se
calculé el porcentaje en peso de material perdido durante el cocimiento,
pesando la tortilla antes de someterla a cocciéon y después de cocida (40 °C

aproximadamente), se utilizé la siguiente formula:

(p.t.cruda —p.t.cocida)
= =100 .
(p.tcruda) (iv)

PP

37



Donde:
p.p.: pérdida de peso
p.t. cruda: peso de la tortilla cruda

p.t. cocida: peso de la tortilla cocida

OBJETIVO PARTICULAR 2

2.7 Cuantificacion de fumonisinas totales

El contenido de fumonisinas se determiné de acuerdo al método FumoniTest,
utilizando columnas de anticuerpos monoclonales para fumonisinas B1, B2 y
B3 (VICAM, Milford, Massachusetts, EE.UU.).

La extraccion se realiz6 mediante la molienda de 50 g de muestra con 5 g de
cloruro de sodio (NaCl) grado reactivo y 100 mL de metanol al 80% utilizando
una licuadora de laboratorio (Mod. 51BL30; Waring, de New Hartford,
Connecticut, EE.UU.) durante 2 minutos a alta velocidad. La mezcla se filtr6 a
través de un papel filtro Whatman N°1, de la cual se recolectdé una porcién de
10 mL y se diluy6é en una solucién de 40 mL de buffer de PBS/Tween-20 al
0.1%. La preparacion diluida fue sometida a un segundo filtrado con papel de
micro fibra, del filtrado, posteriormente, se tomaron 10 mL y fueron transferidos
a una columna de inmunoafinidad (FumoniTest, VICAM Watertown,
Massachusetts, EE.UU.), Figura 2.5. Posteriormente la columna se lavd dos
veces con 10 mL de PBS y se llevo a sequedad. Las toxinas fueron eluidas con
1 mL de metanol grado HPLC, posteriormente se adicioné al eluato 1 mL de la

mezcla de revelador y se agit6é por espacio de 15 segundos en un vortex.

Después de 4 minutos se cuantificdé el contenido de fumonisinas en un
fluorémetro VICAM Serie-4 (VICAM Source Scientific. Irvine, California, U.S.A.).
El limite de deteccién de fumonisinas empleando columnas de inmunoafinidad

a través de la medicion de fluorescencia es de aproximadamente 100 ng/g.
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Figura 2.5 Columnas de inmunoafinidad FumoniTest

2.8 Disefio experimental

El experimento se realiz6 con base en un disefio completamente al azar con
tres repeticiones. Los datos fueron analizados mediante un analisis de
varianza, utilizando el paquete estadistico SAS (SAS, 1998). La comparacion
de medias se efectué mediante la prueba Tukey. Un nivel de significancia de
(0=0.05) fue utilizado para distinguir diferencias significativas entre los

tratamientos.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

OBJETIVO PARTICULAR 1

3.1 Propiedades fisicas del grano de maiz

En la Tabla 3.1, se muestran los valores de las propiedades fisicas del grano
de maiz utilizado en esta investigacion. El maiz AS-900 present6 un tamafio de
grano de 10.13 x 8.33 x 4.41 mm, caracteristico de este tipo de maiz. Estas
dimensiones son similares a las presentadas por Jiménez-Juarez et al. (2012),
quienes reportaron los siguientes valores 10.22 x 8.26 x 4.06 mm para un maiz
criollo; a su vez, el grano de maiz presenté un peso de 1000 granos de 305.30
g, el cual es atribuible directamente a su tamafo; este valor es consistente con
el reportado por Pérez-Flores (2011) quien indicé un peso de 1000 granos de

308.09 g para granos de maiz de la misma variedad.

Tabla 3.1 Propiedades fisicas del grano de maiz

Parametro Maiz AS-900
Tamafio (mm)*

Largo 10.13+0.28

Ancho 8.33 +0.15

Espesor 4.41 +0.14

Peso de 1000 granos (g)** 305.3 +1.12

Peso hectolitrico (kg/hL)** 77.06 +0.12

*Media de 100 muestras + error estandar.
**Media de 3 muestras + error estandar.

Uno de los parametros de calidad comercial del maiz es el peso hectolitrico o
densidad. Este parametro, indica la relacion de endospermo harinoso/corneo
que presentan los granos. El valor obtenido en este parametro para el grano de
maiz fue de 77.06 kg/hL, el cual corresponde a lo establecido por la norma
NMX-FF-034/1-SCFl, 2002; la cual considera que la densidad minima debe ser
de 74 kg/hL para el maiz blanco destinado para la elaboracion de las tortillas y

productos de maiz nixtamalizados.
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3.2 Propiedades fisicoquimicas del grano de maiz

3.2.1 Contenido de humedad del grano de maiz

De acuerdo a las necesidades para el desarrollo del hongo productor de
fumonisinas, en el presente estudio, el grano de maiz se ajusté a un contenido
de humedad de 18%. Una vez que el nivel de toxina fue el requerido, se realizé
un secado del grano hasta un contenido de humedad promedio de 12.53
+0.01%. Este valor fue similar para las tres unidades experimentales y no se
encontraron diferencias estadisticas significativas, tal y como se observa en la
Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Propiedades fisicoquimicas del grano de maiz

Repeticion Humedad (%) pH
R1 12.65+0.23 2 6.46+0.01 °
R2 12.52+0.15° 6.45+0.00 @
R3 12.44+0.14 @ 6.46+0.01 @

Valor promedio de al menos 3 repeticiones + error estandar
Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tukey>0.05).

3.2.2 pH del grano de maiz

En cuanto al pH de los maices inoculados con esporas del hongo potencial
productor de toxinas, el valor de pH fue de 6.45 en promedio, y no se observo
diferencia estadistica significativa entre cada una de las repeticiones (Tabla
3.2). Estos valores de pH son similares a los reportados por Méndez-Albores et
al. (2004a), quienes registraron valores de pH de 6.42 para un maiz del tipo
AS-900.

3.2.3 Color del grano de maiz

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados de color de los maices inoculados.
En general los valores obtenidos no presentaron diferencia estadistica
significativa entre cada repeticién, lo que indic6 que las condiciones de

incubacion a las que fueron sometidos los granos (28 °C y 18% de humedad)
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no tuvieron efecto sobre éste parametro. Los valores promedio de L y AE
fueron 64.18 y 37.91 respectivamente indicando que los maices se alejan del
color blanco perfecto y tienden a un color amarillento claro o color crema, la
tonalidad amarilla fue dada por el angulo Hue con un valor promedio de 82.21;
en tanto que la cromaticidad fue de 20.71, indicando la pureza o saturacion del

color.

Tabla 3.3 Parametros del color determinados en el grano de maiz

Repeticion L AE Croma Hue
R1 64.15+0.17 % 37.95+0.00% 20.74+0.02% 82.29+0.22 ¢
R2 64.20+0.36 * 37.90+0.71% 20.72+0.66% 82.06+0.39 ¢
R3 64.19+0.21% 37.87+0.44% 20.65+0.45°% 82.26+0.50 ¢

Valor promedio de al menos 3 repeticiones + error estandar
Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tukey>0.05).

3.3 Propiedades fisicoquimicas de la masa

3.3.1 Contenido de humedad de la masa

Los resultados del contenido de humedad de las masas obtenidas por PNM, se
muestran en la Tabla 3.4, los valores promedio estuvieron en el rango de
57.01% a 57.69%, y no se encontraron diferencias estadisticas significativas.
Arambula-Villa et al. (2000), recomiendan que en una masa de maiz de buena
calidad para producir tortillas, la humedad debe oscilar entre 50 y 58%, lo cual
proporciona caracteristicas adecuadas para un buen troquelado. Los valores de
humedad de las masas obtenidas por el proceso de nixtamalizacion con
microondas corresponden a lo sefialado anteriormente por Martinez-
Morquecho., (2012) y Pérez Flores et al., (2011), quienes reportaron valores del
contenido de humedad de 54.82% y 54.32% respectivamente, para masas
elaboradas empleando un proceso similar de nixtamalizacion basado en las

microondas.
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Tabla 3.4 Propiedades fisicoquimicas de las masas

Muestra Humedad (%) pH
R1 57.20+0.19 2 8.11+0.02°
R2 57.69+0.16 2 8.12+0.00°
R3 57.01+0.10 2 8.04+0.00 ®

Valor promedio de al menos 3 repeticiones + error estandar
Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tukey>0.05).

Es importante sefialar que la humedad de la masa es un aspecto critico a
considerar, debido a que masas con humedades por debajo del 50%, son
dificiles de troquelar ya que son poco cohesivas, adhesivas y quebradizas. Por
el contrario, si hay un exceso en la humedad (méas del 60%), las masas son
muy “pegajosas” lo cual dificulta también el proceso de troquelado de la tortilla
(Pérez-Flores, 2011).

3.3.2 pH de lamasa

En la Tabla 3.4 se presentan los valores del pH de las masas obtenidas con el
PNM, los valores se encontraron en el rango de 8.04 a 8.12, sin presentar
diferencias estadisticas significativas. Los valores son similares a los
presentados por Milan-Carrillo et al. (2004) quienes reportaron un valor
promedio de pH de 8.14, para harinas de maiz nixtamalizado por extrusion; por
otra parte, Martinez-Morquecho. (2012) reporté un valor de pH de 8.06 para
masa elaborada por el PNM, empleando una concentracion de 0.5% de

hidréoxido de calcio.

En otro estudio realizado por Robles et al. (1988), al analizar masas de harinas
de maiz instantaneas reportaron valores de pH en el rango de 5.2 a 10.5,
siendo los mas comunes de 7 a 9; lo que demuestra que los valores

encontrados en la presente investigacion se encontraron en el rango promedio.
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3.4 Propiedades fisicoquimicas de las tortillas

3.4.1 Contenido de humedad de las tortillas

En la Tabla 3.5, se presentan los valores del contenido de humedad de las
tortillas elaboradas por el PNM. Los valores de este parametro no presentaron
diferencias estadisticas significativas, encontrandose en el rango de 49.48% a
50.13%, y son similares a los reportados para tortillas obtenidas con el PNT
(Cuevas-Martinez et al., 2010). Los autores reportaron valores del contenido de
humedad de 47.11% a 48.16%. Véazquez-Carrillo et al. (2011) al analizar
tortillas de maiz recién elaboradas y tortillas empacadas nacionales, y tortillas
empacadas provenientes del extranjero reportaron valores de humedad de
49.2% vy 48.6% respectivamente los cuales son muy similares a los obtenidos
en la presente investigacion. En general, el contenido de humedad de las
tortillas depende de las condiciones empleadas durante el proceso de
nixtamalizacion, de la variedad de maiz utilizada y del tiempo en el que se
realice la determinacion (Agama-Acevedo et al., 2004; Agama-Acevedo et al.,
2005).

Tabla 3.5 Propiedades fisicoquimicas de las tortillas

Repeticion Humedad (%) pH
R1 49.48+0.14 @ 8.28+0.00 ®
R2 50.02+0.72 2 8.32+0.02 @
R3 50.13+0.27 @ 8.30+0.01 2

Valor promedio de al menos 3 repeticiones + error estandar
Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tukey>0.05).

3.4.2 pH de las tortillas

La Tabla 3.5, también muestra los valores de pH de las tortillas, se puede
observar que no hubo diferencias estadisticas significativas y el valor promedio
fue de 8.30, similar a lo reportado por Méndez-Albores et al. (2004b), quienes
encontraron un valor de pH de 8.33 para el caso de las tortillas obtenidas con el
proceso de nixtamalizacion tradicional, utilizando 3% de hidréxido de calcio;

siendo los valores muy similares a los del presente estudio aun, cuando se
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utilizé 0.5% de hidroxido de calcio, se debe considerar que en el PNT se
genera nejayote, en el cual se pierde gran parte del hidroxido de calcio
adicionado; contrario al PNM en el cual se conservan todas las partes
anatomicas del grano por lo tanto el hidroxido de calcio permanece en las
tortillas. Por otra parte Vazquez-Carrillo et al. (2011) indicaron valores de pH de
8.4 en tortillas elaboradas con harina de maiz nixtamalizado. De acuerdo a lo
anterior los resultados corresponden al valor promedio de pH de tortillas

comerciales.

Es importante sefialar que la concentracion de hidréxido de calcio es un factor
determinante en el color, olor y tiempo de vida de anaquel de las tortillas.
Cuando el contenido de hidroxido de calcio no es suficiente para darle el sabor
alcalino caracteristico de la tortilla, ésta es rechazada por los consumidores, Si
por el contrario este compuesto estd en exceso, la tortilla se vuelve muy

astringente siendo también rechazada para su consumo.
3.4.3 Color de las tortillas

En la Tabla 3.6 se muestran los resultados del analisis del color de las tortillas,
se puede observar que no se presentd diferencia estadistica significativa entre
estos valores. La luminosidad (L) presenté un valor promedio de 64.54,
mientras que el valor de AE fue de 38.12, ambos valores fueron mayores en
comparacion a los obtenidos en los granos de maiz, lo que indica que las
tortillas se alejaron del color crema hacia el color amarillo, el cual esta
directamente relacionado al contenido de hidroxido de calcio utilizado durante
el proceso. Los valores obtenidos, son similares a los reportados por Pérez-
Flores et al. (2011) quienes registraron valores de AE de 37.35 en tortillas
elaboradas con la misma concentracion de hidréxido de calcio. Por otra parte
Martinez-Morquecho. (2012), indicé un valor de L de 65.03 para tortillas
elaboradas por el PNM, con una concentracion de hidréxido de calcio de 0.5%.
En el mismo estudio se reportd que la diferencia total del color (AE) encontrada
fue de 38.22
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Tabla 3.6 Parametros del color determinados en las tortillas

Repeticion L (AE) Croma Hue
R1 64.21+0.30% 37.96+0.33% 20.87+0.20% 86.67+0.61°
R2 64.40+0.26 * 37.66+0.29% 22.23+0.27% 86.41+0.79 ¢
R3 65.02+0.41% 38.75+0.57% 23.63+0.34% 86.33+0.61°

Valor promedio de al menos 3 repeticiones + error estandar.
Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tukey>0.05).

Los valores promedio de Hue (86.47) y de Croma (22.24) indican que el color
amarillo fue mas intenso en las tortillas que en el maiz; lo cual demuestra que
la cantidad de hidroxido de calcio afecta el color de las tortillas, aunque éstas
sean elaboradas a partir de granos de maiz blanco, dado que la intensidad del
color esta directamente relacionada a los carotenoides, flavonoides y sobre
todo al pH. En trabajos anteriores se presentaron valores similares, Cuevas-
Martinez et al. (2010) reportaron un valor promedio de Hue (87.33) para tortillas
elaboradas por el método tradicional de nixtamalizacién; por otra parte
Martinez-Morquecho. (2012) report6 valores de Croma de 22.69, acordes a los
resultados obtenidos durante esta investigacion.

El desarrollo del color durante los procesos térmico-alcalinos es complejo,
considerando que el hidroxido de calcio reacciona con los diferentes pigmentos
del maiz e interfiere con las reacciones de oscurecimiento, tales como la
caramelizacibn y las reacciones de Maillard. Generalmente, altas
concentraciones de hidroxido de calcio producen un color amarillento ademas
de extender la vida de anaquel de las tortillas (Gutiérrez-Dorado et al; 2007;
Serna-Saldivar et al; 1990).

3.5 Propiedades de calidad de las tortillas

3.5.1 Grado de inflado
En la Tabla 3.7, se muestran las propiedades de calidad de las tortillas
producidas con el PNM. En general, las tortillas presentaron un valor de 1 en el

grado de inflado, indicando que éstas presentaron un inflado completo (75-
100%), por lo que se puede observar que los resultados no presentaron
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diferencias estadisticas significativas. El inflado es un parametro relacionado
con altos valores de humedad en las masas, mismos que favorecen la
formacién de la ampolla en la tortilla (Yafiez-Ortega, 2005). Un buen inflado se
obtiene al crearse 2 capas (perfectas) e impermeables, las cuales retienen el

vapor que ocasiona que la tortilla se infle durante el cocimiento.

Figueroa et al. (1993) reportaron que la concentracién de hidroxido de calcio
puede afectar el grado de inflado de las tortillas, al elaborar harinas
instantaneas para la produccién de masa y tortillas de maiz, empleando un
método alternativo de nixtamalizacion por extrusion, los autores indicaron que
una concentracion de 0.25% de hidroxido de calcio es suficiente para obtener
un buen inflado en las tortillas producidas. Si bien, en el presente estudio la
concentracion de hidréxido de calcio utilizada fue mayor (0.5%), los resultados
obtenidos indicaron que el PNM resulté efectivo, ya que todas las tortillas
presentaron un inflado completo aun cuando se utiliz6 el doble de la

concentracion de hidroxido de calcio.

Tabla 3.7 Propiedades de calidad de las tortillas

Repeticion Grado de Inflado Rolabilidad Pérdida de peso (%)

R1 12 12 17.489+0.47 @
R2 14 12 17.201+0.30 @
R3 1° 1°2 17.007+0.14 @

Valor promedio de al menos 3 repeticiones + error estandar

Grado de inflado: 1= inflado de 75-100%; 2=inflado de 25-75%; 3=inflado de 0-25%.

Rolabilidad: 1= no presenta ruptura; 2= ruptura aprox. del 25%; 3= ruptura aprox. 75% y 5= ruptura
completa.

3.5.2 Rolabilidad

La rolabilidad es un parametro subjetivo utilizado para medir la textura de las
tortillas (Bedolla y Rooney, 1984). Este parametro esta relacionado con la
humedad de la tortilla; al respecto Contreras-Jiménez. (2009) sefiald que las
tortillas con humedades superiores al 35% presentan una textura suave y no

son quebradizas.

Los valores de la rolabilidad obtenidos en la presente investigacion se

muestran en la Tabla 3.7. Al igual que en el caso del inflado, se puede observar
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que la rolabilidad no fue afectada significativamente por el PNM; en general,
todas las tortillas presentaron un valor de 1, definido como tortillas sin ruptura.
Consecuentemente, las tortillas se encontraron dentro de los margenes de
calidad aceptable, con una textura suave, lo cual permitié que fueran enrolladas

sin romperse.

Los resultados obtenidos concuerdan con los presentados por Flores-Farias et
al. (2000) y Leucona-Villanueva et al. (2012); en ambos trabajos se evaluaron
tortillas de maiz obtenidas por el método de nixtamalizacién tradicional, asi
como tortillas elaboradas a partir de harinas de maiz nixtamalizado, los autores
indicaron que las tortillas provenientes del proceso tradicional mostraron
mejores caracteristicas de textura y no presentaron ruptura, obteniendo valores

de 1 (sin ruptura) en la prueba de rolabilidad.
3.5.3 Pérdida de peso durante la coccion de la tortilla

En la Tabla 3.7, también se presentan los valores del porcentaje de pérdida de
peso durante la coccion de las tortillas, los valores se encuentran en el rango
de 17.00% a 17.48% y no se encontrd diferencia estadistica significativa. En
otros estudios se encontraron valores entre 18.99 y 19.50% (Pérez-Flores,
2011), por otra parte Martinez-Morguecho. (2012) reporté un valor de pérdida
de peso de 18.64%; en ambos casos las tortillas fueron elaboradas por el PNM
con una concentracion de 0.5% de hidroxido de calcio. Este parametro es de
suma importancia en la industria de la masa y la tortilla, ya que la pérdida de
peso esta relacionada directamente con las propiedades de calidad y de textura
de las tortillas. Ademas, la pérdida de peso se relaciona directamente al
rendimiento de las tortillas, el cual se traduce en el aspecto econdmico.
Arambula-Villa et al. (2001) sugieren que el porcentaje de pérdida de peso no
debe rebasar el 20%, ya que valores superiores, produciran una tortilla con

baja humedad, afectando la textura, la rolabilidad y el rendimiento del producto.
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OBJETIVO PARTICULAR 2

3.6 Fumonisinas totales en el maiz, la masay las tortillas

En la Tabla 3.8 se muestran los resultados de la cuantificacion de fumonisinas
totales en el maiz y los productos obtenidos del proceso de nixtamalizacion con
microondas (masa Yy tortillas). Se puede observar que el valor promedio de
fumonisinas totales en el maiz fue de 2136.67 + 59.92 ng/g y no se presentaron
diferencias significativas entre las repeticiones. Concentraciones de
fumonisinas similares se han encontrado en maices de diferentes regiones de
México, al respecto Contreras et al. (2007) analizaron muestras de maiz de 27
estados, obteniendo valores de 1000 a 5000 ng/g, siendo la concentracion mas
frecuente 2000 ng/g, los resultados concuerdan con los obtenidos por Gallardo-
Reyes et al. (2006) en maices contaminados naturalmente provenientes de 10

localidades del estado de Sonora.

Tabla 3.8 Fumonisinas totales en el maiz, la masay las tortillas

Fumonisinas totales (ng/qg)

Repeticion Maiz Masa Tortillas
R1 2191 2000 997
R2 2017 1921 952
R3 2202 2074 1007
X t ee. 2136.66+59.91 %  1998.33+44.17% 985.33+16.91°

Valor promedio de al menos 3 repeticiones + error estandar
Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Tukey>0.05).

En cuanto a los valores de la concentracion de fumonisinas totales en las
masas obtenidas por el PNM, el valor promedio fue de 1998.33+44.17ng/g
(Tabla 3.8). Este valor, es ligeramente menor a la concentracion inicial de los
maices inoculados, lo cual indica que las condiciones térmico-alcalinas
(concentracion de 0.5% de Ca(OH),, tiempo de coccion de 3.75 min) del
proceso de nixtamalizacion por microondas no tuvieron un efecto considerable
sobre el contenido de fumonisinas, ya que Unicamente se redujo el 6.5% de la
concentracion inicial de toxina. Cabe mencionar que el PNM no genera

nejayote, por consiguiente al mantener todas las partes anatémicas del grano,
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también las toxinas permanecen, a diferencia del PNT en el cual algunos
sélidos organicos son desechados en el liquido de coccion. Estos sélidos,
estan conformados principalmente por pericarpio, germen y fracciones del
endospermo; por lo consiguiente, las fumonisinas presentes en estas partes
anatomicas del grano son eliminadas y extraidas en el agua de lavado. De
acuerdo a lo sefalado en trabajos anteriores, la eliminacion fisica de las

fumonisinas es un paso crucial para obtener una mayor reduccion.

Respecto a la concentracion final de toxinas en las tortillas, se encontrd
diferencia estadistica significativa en este parametro, el valor promedio fue de
985.33+16.914 ng/g (Tabla 3.8). Este valor en el contenido de fumonisinas,
representa una reduccion acumulable del 54% de la concentracion inicial de
toxina, reduccion muy probablemente atribuible a la etapa de coccién de la

masa para producir tortillas.

Diferentes autores han sefalado que la concentracidbn de fumonisinas se
reduce cuando el maiz es sometido a coccidn por extrusion, freido, ebullicion u
horneado (Jackson et al., 1997; Seefelder et al., 2003; Humpf y Voss, 2004).
Sin embargo, el grado de reduccién es variable y dependiente de las
condiciones del tratamiento térmico. EI mecanismo por el cual se llevan a cabo
estas reducciones no es bien conocido; sin embargo, implica disolucién de las
toxinas en los liquidos de coccién, descomposicion térmica, o la union de los
componentes a la matriz alimentaria (Scott y Lawrence, 1994; Voss et al., 2001,
Humpf y Voss, 2004; Park et al., 2004).

Las condiciones térmicas-alcalinas empleadas en el PNM no fueron las
suficientes como para degradar a las fumonisinas a niveles “seguros”, esto
hasta la etapa de obtencién de la masa; sin embargo, al elaborarse las tortillas,
los niveles que presentaron éstas, se encontraron por debajo de los niveles
permitidos por la Unién Europea (UE), la cual establece como limite permisible
1000 ng/g de fumonisinas totales en el maiz destinado para el consumo

humano y alimentos a base de maiz.

50



Las condiciones usualmente empleadas en el procesamiento de las tortillas con
el uso del PNT, no son del todo las adecuadas para destoxificar completamente
el maiz contaminado con fumonisinas para la elaboracién de las tortillas.
Algunos autores han reportado que la nixtamalizacion tradicional degrada hasta
un 80% del contenido inicial de fumonisinas en el maiz durante la produccion
de las tortillas (Dombrink-Kurtzman et al; 2000., Voss et al; 2001., De la
Campa et al; 2004). Es por esta razon, que se debe considerar que la
degradacion de fumonisinas en el maiz contaminado, dependera siempre de
los parametros de nixtamalizacion, tales como: el método de coccidn, la
temperatura/tiempo de coccién, la concentracién de hidroxido de calcio, el
tiempo de reposo, asi como de la concentracién inicial de fumonisinas en el
maiz. El contenido de humedad de la masa, asi como la temperatura/tiempo de
coccion de las tortillas, son los factores mas importantes para obtener una

mayor degradacién acumulativa de las fumonisinas.

Cabe mencionar que la concentracion de fumonisinas en el proceso de
nixtamalizacion tradicional se reduce por al menos dos mecanismos: 1) la
extraccion en el liquido de cocciéon/maceracion y 2) la hidrélisis de uno o ambos
grupos de &cido tricarballilico de la estructura molecular de la fumonisinas la
cual es favorecida por la accion del calor durante la coccion de las tortillas. Es
importante considerar la hidrdlisis de la molécula debido a la nixtamalizacion,
ya que se ha demostrado que la HFB; ha resultado ser menos téxica que la
FB; en estudios realizados al administrarse a ratas y ratones (Gelderblom et al.,
1993; Howard et al., 2002; Collins et al., 2006). En la presente investigacion es
muy probable que la degradacién de las fumonisinas esté relacionada a la
hidrolisis del &cido tricarballilico debido a la accion del calor durante la coccion
de las tortillas, y al efecto del hidroxido de calcio que permanece durante el

proceso dado que el PNM no genera nejayote.
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CONCLUSIONES

Las condiciones térmico alcalinas no tuvieron efecto significativo durante la
elaboracion de la masa, considerando que el nivel de contaminacion en los
maices fue de 2136.67 ng/g y el contenido de fumonisinas en la masa fue de
1998.33 ng/g, lo que representd una reduccion del 6.5% de la concentracion

inicial de toxina.

La mayor degradacion de fumonisinas ocurrid por efecto térmico, durante la
coccion de las tortillas el contenido de toxinas se redujo hasta 985.33 ng/g con
una degradaciéon acumulativa del 54%, resultando dentro de los niveles

“seguros” establecidos por la Unién Europea.

Los parametros de calidad de las tortillas obtenidas por PNM no fueron

afectados, ya que estas son similares a las tortillas obtenidas por el PNT.
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RECOMENDACIONES

Es necesario realizar otras investigaciones para determinar los efectos
citotéxicos de las fumonisinas y sus hidrolizados los cuales se encuentran

presentes en las tortillas elaboradas con el PNM.

Es recomendable evaluar el PNM y su efecto sobre otras toxinas relacionadas
a la contaminacién del maiz, tales como la zearalenona, la ocratoxina, el

desoxinivalenol, entre otras.

Se recomienda la aplicacion del PNM como proceso alternativo de
nixtamalizacion para la elaboracion de tortillas de maiz siempre y cuando se
tenga un “estricto” control sanitario de los maices que se van a procesar,
teniendo en cuenta las ventajas tecnoldgicas que presenta el proceso sobre el
método tradicional como son: ahorro de agua, la no generacién de efluentes
contaminantes, disminucién del tiempo-consumo de energia y finalmente la

produccion de tortillas con caracteristicas de calidad adecuadas.
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Abstract

Background: Fumonisins (a family of foodborne carcinogenic mycotoxins) cause health hazatds to humans and ani-
mals in developing countries, and has also economic implications. Therefore, the efficacy of a novel envitonmental
friendly nixtamalization procedute to make tortillas (the main staple food for the Mexican population) was investigat-
ed.

Methods: Maize contaminated with 2136.67 ng/g total fumonisins was ptocessed into tortillas, starting with maize
grits mixed with water and calcium hydroxide that was cooked in a microwave field at 2.45 GHz during 3.75 min, and
steeped 3.5 h at room temperature. The steeped maize grits (nixtamal) was stone-ground into masa (maize dough),
which was then used to make tortillas. Total fumonisin content was determined using monoclonal antibody columns.
Results: Masa contained 1998.33 ng/g total fumonisins, which tepresents 6.5% toxin reduction. Nevertheless,
fumonisin concentration was reduced significantly in tortillas (up to 985.33 ng/g) due to the cooking process, cotre-
sponding to 4 cumulative toxin degradation of 54%. Tortillas were below the maximum tolerated level, considering the
European Union regulatory limit for fumonisins in maize (1000 ng/g). The physicochemical and technological proper-
ties of tortillas were also considered within the acceptable margins of quality.

Conclusion: Microwave nixtamalization was not a feasible method to reduce fumonisin content in masa to acceptable
levels; however, an effective extra-reduction occutred when masa was baking into tortillas.

Keywords: Maize, Fusarium verticillioides, Fumonisins, Microwave nixtamalization, Tortillas

Introduction

Grains such as maize ate invaded by fungi duting
their development in the field, as well as during
their transport and storage. Therefore, one of the
factors affecting the quality of maize-based food is
mycotoxin contamination caused by the grain in-
vasion of certain species of fungl, among them
Fsarium verticillioides. T. verticillioides (Sacc.) Nirem-
betg (formetly F. monilforme Sheldon), F. profifera-
tum, and other Fusarium species ate fungi capable
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of producing fumonisins B1, B2, and B3 (1). The
most common homologue -FB1- causes leu-
koencephalomalacia in hotses (2), pulmonaty
edema in swine (3), hepato- and nephrotoxicity in
multiple species (4), and is a liver and kidney car-
cinogen in rodents (5). A higher incidence of hu-
man esophageal squamous cell carcinoma has also
been linked epidemiologically with consumption
of fumonisin-contaminated maize (0). The Intet-
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national Agency for Research on Cancer classified
the fumonisins as Group 2B catcinogens -a possi-
ble carcinogen to humans- (7).

FB1 is the most abundant of the fumonisin family
and usually accounts for 70-95% of the total toxin
content found in maize grains. FB1 with empirical
formula C,,H,NO,; and molecular weight of 721
g/mol, is the diester of propane- 1,2,3-tricatbox-
ylic acid and 2-amino-12,16-dimethyl-3,5,10,14,15-
pentahydroxyeicosane (Fig. 1). In commercial
food-grade maize the "possibl" total fumonisin
content usually might be at concentration range
100-3500 ng/g (8). The European Union (EU) has
established regulatory limits of fumonisins in
foodstuffs, based on the sum of FB1+FB2; with a
maximum level of 1000 ng/g for maize used for
human consumption (9). However, the recom-
mended maximum level for total fumonisins that
FDA considers is 4000 ng/g for maize intended
for masa (maize dough) production (10).

OR, OH OH
CH, OR, CH; OH NH,
H
0 o]
FBy: Ry=TCA
HFB,:R;=H OH

Tricarballylic acid (TCA)

Fig. 1: Chemical structures of fumonisin B1 (FB1) and
hydrolyzed fumonisin B1 (HFB1)

Given the growing food safety concerns regarding
fumonisins in Mexico, it is important to undet-
stand what happens to these compounds when
maize is processed. In Mexico, maize is ptimarily
consumed as tortillas, with a per capita consump-
tion of about 120 kg/yeat, which ate traditionally
made using the ancient alkaline-cooking process
called nixtamalization. The traditional nixtamaliza-
tion consists of the cooking of the grain in abun-
dant water (up to 3 L/kg of maize), with 1-3%
Ca(OH), at temperatures near boiling for 35-70
min, with a steeping petiod of 8-16 h. After the
steeping, the lime cooking solution is decanted,
and the gtain is thoroughly washed to leave the

Available at:  http:

grain ready for stone-milling to obtain the masa
for making the tortillas. Traditional nixtamaliza-
tion, though centuties old, is still used without
modification. While this process implemented on
a small scale did not present setious problems, it
has become the cause of ecological problems on a
grand scale due to the generation of large quanti-
ties of washing water. The estimated amount of
lime cooking solution generated in Mexico is
about 14 million m*/yr. Recently, a modified tor-
tilla-making process has been developed, in which
maize gtits ate mixed with water and lime, cooked
in a mictowave field, steeped, and then milled to
obtain fresh masa for the tortilla making. In this
ptocess, microwave cooking offers multiple ad-
vantages including: reduced start-up time, faster
heating, energy efficiency, space savings, precise
ptocess control, selective heating, reduction of
watet use, and food with a high nutritional quality
(11). Cooking, sterilization, pasteurization, disin-
fection, drying, blanching, and thawing are some
of the applications of microwave energy in the
food industry. However, the use of this type of
enetgy for the production of tortillas elaborated
with fumonisin-contaminated maize has not been
evaluated.

In Mexico, one of the problems experienced by
the tortilla industty in relation to quality is
fumonisin contamination of maize, either as field
contamination or as a result of poor postharvest
management. Traditional nixtamalization reduces
up to 80% of the contamination (12-14). There-
fore, it is considered crucial to evaluate the effect
that the microwave nixtamalization could have on
the fate of fumonisins, since this process substan-
tially differs from the traditional process when
using maize contaminated with a modetate con-
tamination level of total fumonisins (FB1+FB2).
In this study, this alternative technology was se-
lected in order to explore the effect of other not
complex heating systems to suggest alternative
methods that have no greater deviation from the
traditionally established nixtamalization process
for reduction of fumonisin hazatds in maize in an
attempt to validate cutrent practical and economi-
cal decontamination procedures.
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Materials and Methods

Maize grain

Regular maize of the commercial hybtid AS-900
(Aspros, Mexico) with 10.7% moistute content
(MC) was utilized. This matetial has a thousand-
kernel weight and test weight of 283.40 £ 3.64 g
and 71.59 * 1.23 kg/hL, respectively. MC was
determined by drying replicate portions of 5-10 g
each of whole grain at 103°C for 72 h, with per-
centages calculated on a wet-weight basis.

Fungal isolate

F. verticillioides strain  UNIGRAS-2509 (Culture
Collection of the Grain and Seed Research Unit of
the National Autonomous University of Mexico)
was plated into Petri dishes containing potato-
dextrose-agar medium (BD Bioxon, Becton Dick-
inson, Mexico) for 7 d at 28°C. This strain mainly
produces FB1 and FB2.

Fungal inoculation technigque

To moculate the grain, fungal spores were re-
moved from the Petri dishes with a spatula; a ster-
ile-water spote suspension (1.4 L) was ptepated
with apptoximately 100,000 conidia/ml, and this
suspension was used to tise the MC of the grain.
The total amount of maize to be inoculated was
15 kg (5 kg per replicate). The MC of the maize
was adjusted to 18% and stored in plastic bottles,
which were covered with thin polyethylene film to
minimize the loss of humidity from the grain.
However, 10 petforations with a pin were made to
each film to avoid accumulation of CO, generated
by the respiration of grains and fungi. The bottles
were incubated at 28°C duting 21 d. This incuba-
tion period was chosen in order to obtain a
fumonisin concentration similar to those reported
in maize intended for human consumpton in
Mexico (15). After the incubation, the grain was
put under a 1000 mg/L ethylene oxide gas atmos-
phere for 5 h, to stop further development of the
toxigenic fungus and to avoid the dispersal of via-
ble spotes (16). Finally, the grain was dred to ap-
proximately 12% MC, transferred to plastic bags
and stored at 4°C for further analysis.
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Fumonisin quantification

Total fumonisin content was determined using
monoclonal antibody columns for fumonisins
(VICAM. Milford, MA). Samples (50 g) wete ex-
tracted by blending with 100 mL methanol-water
(80:20 v/v) and 5 g of sodium chlotide using a la-
botatoty blender (Mod. 51BL30; Waring, New
Hartford, CT, USA). The mixture was filtered
through a Whatman No. 1 filter paper and 10 mL
portion was diluted with 40 mI, of phosphate-buft-
ered saline (PBS)/0.1% Tween-20 wash buffer and
filtered through a 1.0 pm microfibre filter, then 10
mL were applied to an immu-noaffinity column
(FumoniTest; VICAM Science Technology, Water-
town, MA, USA). Subsequently, the column was
washed with 10 mL of PBS/(0.1% Tween-20 wash
buffer followed by 10 mL of PBS. The toxins were
then cluted with 1 mL of HPLC-methanol and
quantified in a fluorometer VICAM Series-4
(VICAM Soutce Scientific. Itvine, CA) after reac-
tion with 1 ml of a mixture of developer "A" (966
pl) and developer "B" (34 pL). Fumoni-sins detec-
tion limit with the immunoaffinity colu-mn via flu-
ofescence measurement is approxima-tely 16 ng/g.
When the total fumonisin concentr-ation was
greater than 250 ng/g, dilutions from the extracts
wete made before passed through the immune-
oaffinity column.

Microwave nixtamalization

Nixtamalization was performed using the
procedure described by Pérez-Flotes et al. (17)
with minor modifications. Briefly, 1000 g
fumonisin-contaminated maize sample (of each
replicate) was milled in a hammet mill (Glen Mills
Inc. sieve 5 mm. Clifton, NJ). The water/maize
input ratio was 1:1 (w/w), and the calcium content
of the suspension was 5 g of Ca(OH), per kg of
maize. The mixture was cooked in a mictowave-
tesistant plastic container, and the cooking stage
was carried out in a commercial mictowave oven
(LG Electronics Inc, model MS047GR, Kotea),
with an average cooking power of 100% during
3.75 min. The power output of the magnetron
specified by the manufacturer was 1650 W and the
operating frequency was 2.45 GHz. The alkali-
cooked grain (nixtamal) was steeped 3.5 h at room
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tempetature (25°C) before milling (FUMASA,
Model MN-400, Mexico) to provide a masa with a
MC of about 57%.

Tortilia efaboration

Masa was flattened into thin disks of 125 cm
diameter, 1.2 mm thickness, and 28 g weight,
using 2 commercial tottilla roll machine (Model
TM-G, Casa Gonzalez. Monterrey, NL). Tortillas
were baked 17 s on one side (first side), 55 s on
the other side, and again 17 s on the first side on a
griddle at 270 * 5°C. The temperature was
measured with a non-contact portable infrared
thermometer Fluke-572 (Fluke, Meltose, MA,
USA). Finally, masa (500 g), and tortillas from
each treatment (n = 20) wete oven-dried at 40°C
for 48 h, milled and stored at 4°C in polyethylene
bags for fumonisin analysis.

Physicochemical properties
pH

The pH was determined according to the 943.02
AOAC method (18). 10 g of sample were suspended
in 100 ml of recenty boiled distilled water. The
suspension was shaken (1500 tpm, 25 °C, 30 min)
using an otbital shaker (Cole Parmer Model 21704
10, Vemon Hills, IL, USA). After 10 min, the
supetnatant liquid was decanted and the pH value
was immediately determined using a pH meter,
Model PC45 (Conductronic S.A., Puebla, Mexico).

Color
Tortillas wete subjected to sutface-color analysis
with a2 MiniScan XE model 45/0-L colotimeter
(Hunter Associates Laboratoty, Reston, VA,
USA). The colotimeter was calibrated with a white
potcelain plaque (L = 97.02, 2 = 0.13, b = 1.77).
Readings were made in triplicate at four positions
at 90° with respect to each other. Two detived
functions (AE and chroma) were computed from
the L, 2, and b readings as follows:
AE = (ALY’ + (Aa)’ + (Ab)T"
Chroma = (a* + b

Quality properties of tortillas

Puffing degree
Tordlla puffing was evaluated subjectively by
using scotes of 1-3, where: 1 = little or no puffing

Available at:  http:/ /iiph.tums.ac.ir

(0-25%), 2 = medium puffing (25-75%), and 3 =
complete puffing (75-100%).

Rollability
Rollability was evaluated by rolling a tortilla ovet a
1 cm diameter tube, quantifying the extent of
breaking using a scale of 1-3, where: 1 = tottillas
with no breaking; 2 = a partial breaking at the
centet and edges of the tortilla; and 3 =
completely flattened tortillas.

Weight loss of tortilla during cooking
The weight loss (WL) of tortilla was determined
by weighing the tortilla before and after cooking,
value was reported as percentage (w/w) and
computed as:

WL = [(¥, - W,)/W] x 100
Whete:
W, W, = weight of tortilla befote and after
cooking, respectively.

Statistical analysis

The experiment was conducted as a completely
randomized design with three replicates. Data was
assessed by analysis of vatance (ANOVA) and
means compatisons wete petformed accotding to
the Tukey test using the Statistical Analysis System

(19). A significance value of o = 0.05 was used to
distinguish significant differences.

Results

Table 1 shows some physicochemical properties
of the fumonisin-contaminated maize and nixta-
malized products. MC values of the inoculated
maize were quite similar for the three experi-
mental replicates, presenting an avetage value of
12.43+0.05%. In the case of masa and tortillas,
MC values were 57.3810.11% and 49.61£0.21%,
respectively. Regarding the pH, maize ptesented
an average pH value of 6.45; however, pH values
were slightly higher for masa and tortillas due to
the calcium hydroxide incotporation during mi-
crowave-nixtamalization, presenting average val-
ues of 8.13 and 8.28, respectively (Table 1).
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Table 1: Some physicochemical properties of maize and microwave-nixtamalized products

Sample Replicate MC* (%) pH
Maize Ri 1234 6.45
R2 12.53 6.46
R3 12.43 6.45

Mean + SEf 1243 £0.05 6.45 % 0.003
Masa R1 57.58 8.14
R2 57.36 8.12
R3 57.19 8.14

Mean * SE 5738+ 0.11 8.13 % 0.006
Tortilla R1 49.20 8.29
R2 49.89 8.28
R3 49.74 8.28

Mean £ SE 49.61£021 8.28  0.003

* MC, moisture content/ t SE, standard error

Table 2 shows the surface-color analysis of maize
and tortillas produced by microwave nixtama-
lization. In the case of luminosity (L), the maize
grain presented higher values (97.132091) as
compared to tortillas, which presented an average
value of 74.1810.35. The same trend was ob-
setved in the case of chroma, attaining values of
8.0710.34 and 5.4610.27, for maize and tortillas,
tespectively. On the other hand, the total color
difference (AE) value, significantly incteased in
tortillas reaching values up to 23.3810.29 (Table
2.

Some technological properties of tortillas are pre-
sented in Table 3. Tottillas produced with the three
teplicates showed similar puffing degree, with a sub-
jective value of 3, which means that all tortillas had a
complete puffing (75-100%). Moreover, all tortillas
presented a good tollability, with a value close to 1,
defined as no breaking; therefore, tottillas were also
considered within the acceptable margins of quality,
presenting a soft texture and rolled without breaking.
Table 3 also shows the loss of weight during tottilla
baking. Tottillas from the three replicates had a simi-
lar loss of weight average value (17.20+0.09% w/w).
Concentrations of total fumonisins wete quantified
in the maize used during microwave nixtamalization,
as shown in Fig. 2. The three inoculated maize repli-
cates presented an average fumonisin content of
2136.67 t 5992 ngfg. Fig 2 also shows the
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fumonisin content in the products obtained during
microwave nixtamalization. Results indicated that
microwave nixtamalization has no significant effect
on the fumonisin reduction.
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Fig. 2: Total fumonisins content (ng/g) in maize and
microwave-nixtamalized products

Consequently, masa presented an average fumonisin
content of 199833 £ 44.17 ng/g, cottesponding to
2 0.5% toxin degradation; thus, statistical differences
were not observed compared to the contaminated-
maize grain. However, tortilla presented a fumonisin
conce-ntration of 985.33 * 16.91 ng/g, correspond-
ing to a cumulative reduction of 54% (Fig. 2).

Available at:

http:/ /ijph.tums.ac.ir




Mendez-Albores et al.: Efficacy of Microwave-Heating ...

Table 2: Surface-color analysis of maize and tortillas produced by microwave nixtamalization

Color parameter
Sample Replicate 1 a b AE* Chroma
Maize R1 98.87 1.86 -191 10.01 8.13
R2 95.78 1.78 -1.24 9.24 7.46
R3 96.75 1.34 -8.53 10.37 8.63
Mean £ SEf 9713+ 0.91 1.66+016  -7.89+037 9.87+ 033 807 +0.34
Tortilla R1 7448 5.54 2.06 23.18 5.91
R2 73.49 4.42 523 23.96 547
R3 74.58 4.97 0.45 2299 4.99
Mean £ SE 74181035  4.98+ 032 1.91 £ 0.81 23382029 5461027

* AE, total color diffetence./ t SE, standard error.

Table 3: Technological properties of tortillas produced by microwave-nixtamalization

Property
Sample Replicate Puffing®  Rollabilityt  Weight loss (%)
Tortilla R1 3 1 17.11
R2 3 1 17.12
R3 3 1 17.38
Mean * SEf 17.20 % 0.09

* Puffing degree, 1 = little or no puffing (0-25%), 2 = medium puffing (25-75%), and 3 = complete puffing (75-
100%)./ 1 Rollability, 1 = tortillas with no breaking; 2 = a partial breaking at the center and edges of the tortilla; and

3 = completely flattened tortillas./ 1 SE, standard error.
Discussion

In the present study, the physicochemical proper-
ties of masa and tortillas were similar than those
reported  previously  during  microwave-
nixtamalization of aflatoxin-contaminated maize
(17) and traditional nixtamalization (20). Masa had
highet MC values than tortillas, because masa lost
MC during the tortilla baking process. Besides, the
pH values of the products made with mictowave-
nixtamalization were similar to those reported
previously (11, 17). Méndez-Albotes et al. (16)
teported a pH value of 8.33 for maize tortillas
ptoduced with the Mexican traditional nixta-
malization using 3% (w/w) lime. These tesults ate
in close agreement with those obtained in this re-
search when using 0.5% (w/w) lime concentration.
In nixtamalized products, lime content reptesents
an important factor in color, odor, shelf life, and
textute characteristics. When the lime content is
not sufficient to produce the characteristic alkaline
flavor, tortillas are non preferred by consumers.

:/ [iiph.tums.ac.ir
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Likewise, if this compound is in excess, tortillas
become astringent and are also rejected for con-
sumption.

In genertal, tortilla color was affected by the addi-
tion of the Ca(OH),, consequently tottillas pre-
sented a yellowish colot, as shown by the AE and
chroma values. Méndez-Albotes et al. (11) repott-
ed Hunter I and AE values of 75.34 and 25.81 for
tortillas produced with MASECA® (a commetcial
nixtamalized maize flour). The same authots re-
ported values of 70.62 and 29.88 for Hunter L and
AE of tortillas produced by mictowave-
nixtamalization using 0.125% (w/w) lime. Cuevas-
Mattinez et al. (20) stated that maize tortillas pto-
duced with traditional nixtamalization using 1.5%
lime solution presented Hunter L values of 71.19.
These color results are in close agteement with
those obtained in this research. Changes in the
color of tortillas are directly attributed to the
amount of lime retained during the cooking of the
nixtamal. Lime content affects the tortilla color
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even when tortillas are produced from white
maize grains, and the color intensity is closely re-
lated to carotenoid pigments, flavonoids, and pH.
However, the development of color duting the
alkaline-cooking process is mote complex, consid-
eting that the Ca(OH), reacts with the different
pigments found in the grain and interferes with
browning reactions such as caramelization and
Maillard reactions (21).

Regatding the technological properties (tollability,
puffing degree, and weight loss duting cooking),
all tortillas evaluated presented similar charac-
teristics to those produced during traditional
nixtamalization (22). A good puffing is obtained
when two layets are formed in the tortilla; these
layers, produced during the cooking process, ate
impermeable, retaining the steam that gives risc to
the puffing during heating. Méndez-Albores et al.
(11) teported loss of weight values around 18%
for tortillas prepared from MASECA, and values
around 19% of loss of weight fot tottillas from

microwave-nixtamalization using 0.5% (w/w) lime.

These results are consistent with the values found
in this research. The lowest loss of weight the bet-
tet tottilla quality, due to the fact that MC plays an
important role on tortilla yicld and texture. In
general, tortillas prepared with microwave-
nixtamalization were stretchable, elastic, and re-
sistant to tuptute and cracking,

Fumonisin content was reduced significantly due
to the complete microwave thermal-alkaline pto-
cess to produce tortillas (up to 54%). The maxi-
mum reduction in the mycotoxin content was ob-
setved when masa was cooked into tortillas. In
this product, the total fumonisin content (985.33
ng/g) was below the maximum limit allowed in
EU for fumonisin contamination. Unfortunately,
in Mexico thete are no regulations established for
fumonisin levels in maize and maize-based prod-
ucts destined for human consumption. It is well
known that baking had a moderate effect on
fumonisin content in the masa, a finding that is in
agreement with the reported heat stability of these
molecules (23). Consequently, thermal-alkaline
conditions used during microwave-nixtamalization
wete not sufficient for fumonisin degradation at
“safé’ levels, so that a residual content of toxins
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always remains in the tortillas. Conditions norma-
lly found in the processing of tottillas with the
traditional nixtamalization process ate also not
adequate to completely detoxify fumonisin-
contaminated maize. Consequently, several resea-
rchers pointed out that traditional nixtamalization
degrade up to 80% of the initial fumonisin conc-
entration (12-14). In relation to the previously cit-
ed fumonisin reductions, it can be said that degra-
dation of fumonisin-contaminated maize vaties
considerably, depending on the nixtama-lization
parameters, such as: cooking time-tempe-rature-
method, lime concentration, steeping time, as well
as the initial toxin concentration in the maize. It is
important to note that masa MC and cooking
tempetatute/time for baking tortillas ate also fac-
tors contributing to a greater extent toward ob-
taining higher cumulative degradation rates.

In the case of the traditional nixtamalization, sol-
ids are lost in the lime cooking solution, and they
go into the wastewater. These solids contain main-
ly tip-cap, peticarp, and germ; consequently, tox-
ins present in these anatomic patts of the grain are
temoved and extracted to the washing water. Thus,
physical removal of the toxins is a crucial step for
toxin reduction during traditional nixtamalization.
In the present research, no solids were lost during
nixtamalization (since microwa-ve-nixtamalization
does not produce polluting effluents), and within
the 3.75 minutes of nixta-malization in the mi-
crowave field plus approximately 1.5 min of cook-
ing of the masa to produce tortillas, a considerable
fumonisin degra-dation rate (54%) was attained.
Fumonisin B1 (FB1) is characterized by the ptes-
ence of two tticarballylic acid groups estetified to
a 20-catbon backbone (Fig. 1). It is relatively heat
stable and remains through most of the conditions
used in food processing. However, alkaline hy-
drolysis of I'B1 -during nixtamalization- cleaves
the tricatballylic side chains at C,, and C;; of the
molecule to produce hydrolyzed fumonisin B1
(HFB1), as schematized in Fig. 1. FB1 has been
shown to distupt ceramide synthase, an enzyme
necessaty for sphingolipid metabolism (24). Con-
sequently, hydrolysis of one or both propane-
1,2,3-tricarboxylyc acid side chains from the mol-
ecule diminished this effect. Hydrolysis is likely
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impottant because hydrolyzed FB1 was signifi-
cantly less toxic than FB1 when given to rats (25).
These results suggest that the side chains play an
important role in the effects of FB1, but that the
presence of an intact primary amine is necessaty
for toxicity.

Conclusion

The novel process from which raw maize gtits are
made into tortillas reduces the level of total
fumonisins to some degree. Consequently, the use
of this environmental friendly process is recom-
mended, when high quality maize is used, as it has
definite several advantages. More research, how-
evet, pertaining to the possible effect of this mod-
ified tottilla-making process on the toxicity and
mutagenic/carcinogenic activity of alkali-treated
fumonisin sub-products, needs to be conducted.
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