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RESUMEN

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas cuya incidencia en maiz y efectos toxicos
se han documentado durante los utitimos diez afios. Fusanum moliniforme y Fusarnum
proliferatum son dos de las mas comunes especies del género de Fusarium que han sido
aisladas de semillas de maiz, sorgo, arroz y otros cereales. Estos hongos producen ciertos
metabolitos secundarios conocidos como fumonisinas. La presencia de altos niveles de
fumonisinas provoca encefalomalacia en equinos cuando el alimento contiene mas de 3 ppm
de fumonisinas, edema pulmonar en cerdos alimentados con cereales con un contenido
mayor a 10 ppm de fumonisinas, y en humanos se asocia con una aita incidencia de cancer
de esdfago cuando se consumen alimentos contaminados con fumonisinas en
concentraciones mayores a 4 ppm. Por el potencial toxico que estos compuestos poseen se
ha buscado una tecnologia eficiente para eliminarios. Las radiaciones electromagnéticas se
usaron por ser métodos potencialmente poderosos, capaces de trasformar éstas micotoxinas
en sustancias menos toxicas. Un proceso que ha presentado éxitos considerables, es la
irradiacion con luz ultravioleta A < 380 nm o con radiacion gamma. En la presente
investigacion se estudié la degradacion de la fumonisina B1 y la fumonisina B2 con radiacion
gamma o ultravioleta en presencia y ausencia de didxido de titanio, ya que éste es
considerado un productor de radicales hidroxilo cuando interacciona con la luz ultravioleta y
agua, los reactivos y productos generados fueron analizados por técnicas de cromatografia
de liquidos de alta resolucién (HPLC) y espectrometria de masas. Los resultados muestran
que la concentracién inicial de las fumonisinas decrecié de forma similar en ambas
fumonisinas. Los resultados de las técnicas de degradacién indican que, si se usa radiacion
ultravioleta se tiene una mayor eficiencia en ausencia de 6xido de titanio cuando la humedad
del alimento es baja, mientras que cuando la humedad del alimento es aita el proceso es
mas eficiente en presencia de 6xido de titanio, si se usa radiacion gamma, la reduccién en el
contenido de fumonisinas es la misma si se irradia con o sin 6xido de titanio una muestra de
harina de maiz con baja humedad. Empleamos radiacion gamma y uitravioleta con la
finalidad de determinar cual lograba el mayor efecto de disminucién en el contenido de las
fumonisinas, obteniéndose reducciones muy parecidas con ambas radiaciones.




AOAC
BS
CLAR

€'sc
erg
eV
FAB
FB1
FB2
FB3
Gy

He

h*

H*
h*av
HFB1
HFB2
HO®
HOe
HPLC

3HP
IUPAC
KGy

m/z
Mev

ABREVIATURAS

Association of Analytical Communities.

Base seca

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
Electron

Energia

Electrén de la banda de conduccion (fotogenerados)
Ergio

Electréon-volts.

Fast Atomic Bombardment (Bombardeo Atémico Rapido)
Fumonisina B1

Fumonisina B2

Fumonisina B3

Gray

Constante de Planck (6.63 X 10 Js)
Radicales hidrogeno

Hueco

lones hidrégeno

Huecos de ia banda de valencia (fotogenerados)
Hidrolizado de la FB1

Hidrolizado de la FB2

lones hidroxilo

Radicales hidroxilo

High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia de Liquidos

de Alta Resolucion)

3-hidroxipiridina

International Union of Pure and Applied Chemistry
Kilo gray

Molar

Relacion masa/carga

Mega electréon-volt

m



min
MLG
OPA

PHFB1
PHFB2
ppm
Red
TCA
uv

Minutos

Modelo lineal general

O-Ftadialdehido

Oxidante

Hidrolizado parcial de la fumonisina B1
Hidrolizado parcial de la fumonisina B2
Partes por millén

Reductor

Acido tricarbalilico

Ultravioleta

Longitud de onda

Frecuencia

v



INTRODUCCION

CAPITULO 1
INTRODUCCION

El maiz es el principal alimento para millones de personas alrededor del mundo, en
México, América Central y ciertas partes de Africa y China, el maiz es la mayor fuente de
energla para una gran parte de la poblacién en general. Se ha estimado que en México el
consumo anual de maiz es de 186 Kg por persona (Dombrink-Kurtzman et al.,, 2000). En
México y América Central la principal forma de consumo de maiz es la tortilla y la masa
elaborados con maiz nixtamalizado; la nixtamalizacién es un proceso tradicional de coccién
alcalina, usando cal como componente alcalino en el proceso. El mayor beneficio de la
nixtamalizacién es elevar la calidad nutrimental del maiz al liberar la niacina (Rooney &
Suhendro, 1999), incrementar el contenido del ion calcio en el maiz procesado (Bressani et
al., 1958) e incrementar la disponibilidad de lisina (Trejo et al., 1982).

Las fumonisinas son un grupo de toxinas producidas por, Fusarium moliniforme y
Fusarium proliferatum, dos de los mas frecuentes hongos asociados con maiz y otros granos
(Bullerman & Draughan, 1994), la extensa contaminacién del maiz con fumonisinas varia con
fa localizacidn geografica, las practicas agrondmicas y de almacenamiento, asi como la
vulnerabilidad de las plantas a la invasion por hongos durante todas las fases de crecimiento,
almacenamiento y procesamiento. Los niveles de fumonisinas en el maiz también se ven
influenciados por factores ambientales como son: temperatura, humedad y lluvia durante los
periodos de precosecha y cosecha (Shelby et ql.. 1994). Los altos niveles de fumonisinas
estan asociados con periodos de calor y sequia seguidos de alta humedad. Los altos niveles
de fumonisinas también se presentan en el maiz cuando este ha sido dahado por insectos
(Miller, 1999; Bacon & Nelson, 1994), ademas, los niveles de fumonisinas en el maiz pueden
incrementarse bajo condiciones inapropiadas de almacenamiento. Una de las formas de
evitar la presencia de micotoxinas en los granos es mediante la prevencion del crecimiento
de mohos. Cuando la contaminacién no puede ser prevenida, se necesita la
descontaminacion del grano para que se pueda usar como alimento destinado para consumo
humano o de ganado.
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Su presencia como contaminantes de maiz ha sido confirmada por varios autores
(Abbas et al., 1988; Logrieco et al., 1995; Desjardins et al.,, 2000; Yamashita et al., 1995,
Saubois et al, 1992; Ritieni et al., 1997, Tseng & Liu, 1999). Estos compuestos han sido
implicados como los agentes causantes en una variedad de enfermedades en animales
incluyendo leucoencefalomalacia equina (Marasas et al/., 1988), edema pulmonar en cerdos
(Norred & Voss, 1994) y también experimentalmente induce, nefrotoxicidad y cancer hepéatico
en ratas (Background U. S. Food and Drug Administration, 2001 b) y arteriosclerosis en
primates no humanos (Jackson et al., 1996 a). Estudios epidemiolégicos han sugerido que la
fumonisina puede ser parcialmente responsable de la aita incidencia de cancer de eséfago
en Transkei, regién de Sudafrica (Sydenham et al., 1990), y la provincia de Shandong en
China (Groves et al., 1999), recientemente se asocid a las fumonisinas con una alta
incidencia de cancer hepatico en Guangxi, China (Li et al., 2001).

Estructura de las Fumonisinas. La estructura basica de las fumonisinas consiste en una
alquilamina de 20 carbonos con uno o dos grupos hidroxilo y uno o mas grupos metilo y
acido tricarbalilico esterificado. En las fumonisinas de la serie A el grupo amino se encuentra
esterificado. Las fumonisinas de la serie B fueron las primeras en descubrirse. La fumonisina
C1 se ha encontrado en muestras de maiz, pero constituyendo unicamente el 1 % de la
cantidad de fumonisinas. Asi mismo las fumonisinas A1 y A2 se encuentran también en bajas
concentraciones en relacién a las fumonisinas de la serie B (Yescas, 2001).

Las fumonisinas descritas hasta la fecha aisladas de cultivos de Fusanum sp. se
muestran en la Figura 1 (Yescas, 2001; Sydenham et al., 1996 b; Poling & Plattner, 1999). La
mayoria de las fumonisinas que se han identificado in Vitro no se producen de manera
natural (Yescas, 2001). Las fumonisinas B1, B2 y B3 son los principales compuestos que
estan presentes en los cultivos fungicos de maiz, habiéndose demostrado que en varios
paises del mun&o se presentan en forma natural en niveles biolégicamente importantes en el
maliz asi como en piensos y en alimentos a base de maiz para humanos. Las
concentraciones de fumonisina B1 suelen superar las de fumonisinas B2 y B3 en unas tres
veces 0 mas, aunque pueden observarse también, concentraciones superiores de FB2 y FB3
(Visconti et al., 1999).
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R Rc OH
R,
CH,
CH, R, H, R, R,
Cadena principal
(] OH HOQ,
PP —
HO O-en- \_/
Acido tricarbalilico (TCA) 3-hidroxipiridina (3HP)
Fumonisina R1 R2 R3 R4 RS R8 PM
F A, TCA TCA OH OH NHCOCH, CH, 763
FA; TCA TCA H OoH NHCOCH, CH, 747
F A; TCA TCA OH H NHCOCH, CH, 747
F AK, =0 TCA OH OoH NHCOCH, CH, 603
F B, TCA TCA OH OH NH; CH, 722
F B; TCA TCA H OH NH, CH, 706
F B, TCA TCA OH H NH2 CHj 706
F B, TCA TCA H H NH; CH, 689
FC, TCA TCA OH OH NH, H 707
F Py TCA TCA OH OH 3HP CH, 800
F P, TCA TCA H OH 3HP CH, 784
F P, TCA TCA OH H 3HP CH, 784
PHFB1a TCA OH OH OH NH» CH; 563
PHFB1b OH TCA OH OH NH; CH, 563
TCA= Acido tricarbalilico 3HP= 3-hidroxipiridina

Figura 1. Estructuras quimicas y pesos moleculares (PM) de las fumonisinas (Yescas, 2001; Sydenham et al.,
1996 b; Poling & Plattner, 1999).

La estructura de las dos fumonisinas mas importantes, se muestra en la Figura 2.

CO ,H €O ,H

Fumonisina B1 Fumonisina B2
Figura 2. Estructuras de las fumonisinas 81 y B2 (Thakur & Smith, 1996).
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Estas toxinas son termoestables, los procesos ordinarios de coccién y calentamiento,
no reducen sustancialmente los niveles de toxina, pero cuando son sometidas a
temperaturas mayores a 175°C, en pH acidos o alcalinos, por 60 min éstas toxinas se
descomponen (Jackson et al., 1996 a y b). Las fumonisinas son compuestos polares,
solubles en metanol, agua y acetonitrilo.

1.1 Actividad Bioldgica de las fumonisinas

El mecanismo de accién a nivel molecular de la fumonisina B1 se investigd a partir de
la semejanza estructural que tiene esta molécula con la esfingosina (Figura 3), la cual es una
base esfingoidea precursora de esfingolipidos complejos como la ceramida y la

esfingomielina (Alessenko, 1998, Visconti et al., 1999).
OoH

NW\/\WY CH,0H Esfingosina

NH,
on
NWW\,\,H/C"@" Esfinganina
N
] .
NVV\M/\'j\rCN:O" Fitoesfingosina
HO NM,
oM
MC"'? Psicosina
H; Qalactoss
OR OH OM
CH, Fumonisina B1
CH, OR CM; OH NH,

Re COCHLH(COOH)CHLOOH

Figura 3. Estructuras de bases esfingoideas y fumonisina B1
(Alessenko, 1998).

Los esfingolipidos juegan un papel importante en cierto numero de funciones celulares
incluyendo comunicacion célula-célula, receptores de factores de crecimiento, desarrolio,
diferenciacion y transformaciéon de células (Alessenko, 1998). La fumonisina B1 inhibe el
crecimiento celular y provoca la acumulacién de bases esfingoides libres y trastornos del
metabolismo de los lipidos en animales, plantas y algunas levaduras (Visconti et al., 1 999).
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Debido al parecido estructural de la FB1 con la esfinganina su actividad biolégica

radica en que la FB1 impide la formacién de esfingosina, inhibiendo a la ceramida sintasa (N-
esfinganina-aciltransferasa) (Merrill et al., 1986), la cual cataliza la acilacidn de la esfinganina
para generar ceramida (Figura 4). Al ser inhibida la ceramida sintasa, tampoco puede ocurrir
la acilacién de la esfingosina generada por hidrélisis de esfingolipidos complejos y como
consecuencia sobreviene la muerte celular (Alessenko, 1998). La actividad de la fumonisina
sobre esta enzima depende de un grupo amino libre pues la fumonisina A1 que esta N-
acetilada inhibe en menos del 2% a la ceramida sintasa (Yescas, 2001).

Paimitoil-CoA + Serina
3-Cetoestinganina

Esfinganina
Ceramida

Esfingomielinasa

Ceramidasa

rE'sfingosIna-*l-Fosfalo] {Dimetilestingosina}

Figura 4. Metabolismo de Esfingolipidos (Alessenko, 1998).

El efecto de la fumonisina B1 sobre el metabolismo de esfingolipidos también se ha
determinado in vivo ya que cuando a animales de laboratorio se les administra alimento
contaminado con la toxina, se ha observado que se elevan los niveles de esfinganina en el
suero de estos animales. De esta manera se ha propuesto que el analisis de los niveles
plasmaticos de esfinganina en suero 'pueden ser empleados para diagnosticar si se ha
consumido alimento contaminado con fumonisinas (Background U. S. Food and Drug
Administration, 2001 b).

Debido al mecanismo de accién molecular de las fumonisinas se han propuesto dos
posibles explicaciones para la muerte celular observada:



INTRODUCCION

a) La esfinganina libre y otros metabolitos como la esfinganina 1-fosfato que se
acumulan tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento ademas de ser citotoxico
para las células conduciendo asi a la muerte celular.

b) La inhibicidn de la ceramida sintasa ocasiona la acumulacion de esfinganina y el
decremento de ceramida y otros esfingolipidos complejos desbalanceando asi la
concentracion de estas importantes moléculas bioactivas (Alessenko, 1998).

Efecto cancerigeno. La inhibicion de la ceramida sintasa causa la interrupcién en la sintesis
de esfingolipidos lo que resulta en una apoptosis de células de higado y riftdn de roedores y
humanos. Esto es acomparnado por un incremento en la proliferaciéon celular compensatoria,
con lo que se pueden explicar las propiedades promotoras de tumores de la fumonisina B1
(Howard et al., 1998).

Debido a que se ha correlacionado el cancer de eséfago en humanos, con el consumo
de alimentos contaminados con fumonisinas, la Agencia Internacional de Investigacion del
Cancer evalud las evidencias de la carncinogenicidad de la fumonisina B1 y la clasificé en el
grupo 2B (que incluye a los compuestos posiblemente carcinogénicos para humanos). Sin
embargo, hay que notar que esta agencia encontré que la informacion sobre FB1 todavia es
limitada, y que la informacion sobre ia FB2 es inadecuada. E! resto de las toxinas producidas
por F. moniliforme fueron clasificadas como posiblemente carcinogénicas para humanos
(clase 2B) en 1993 por la misma agencia (Munkvold & Desjardis, 1997). La FDA se ha
preocupado por los posibles problemas de salud asociados con las fumonisinas y a marcado
limites de contenidos de fumonisinas en alimentos destinados para consumo humano, para
la mayoria de los productos de maiz el contenido maximo de fumonisinas es de 4 ppm (Tabla
1).
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Tabla 1. Niveles de fumonisinas permitidos en alimentos para humano segun la FDA
Background U. S. Food and Drug Administration, 2001 a)

Fumonisinas totales
Praducts (FB1+FB2+FB3)

Productos de maiz desgerminado por molienda seca (ejemplo: maiz
fragmentado, fécula de maiz, harina de maiz con un contenido de 4 ppm
grasa de <2.25% base seca)

Productos de maiz entero o parcialmente desgerminado por
molienda seca (ejemplo: maiz fragmentado, fécula de maiz,

alimentos procesados de maiz, harina de maiz con un contenido de 4 ppm
grasa de 2 2.25% base seca)

Salvado de maiz de molienda seca 4 ppm

Maiz destinado para la produccién de masa 4 ppm

Maiz destinado para palomitas 3 ppm

1.2 Métodos de Analisis

Entre los métodos empleados para la deteccidn y cuantificacion de las fumonisinas se
encuentran la cromatografia de gases, cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR &
HPLC), cromatografia en capa fina, espectrometria de masas, asi como métodos
enzimaticos como la prueba de ELISA (Shephard, 1998).

Los pasos basicos involucrados en la cuantificacion de las fumonisinas son: muestreo,
preparacion de la muestra, purificaciéon, concentracién, separacién, deteccién, cuantificacién
y confirmacién, de los cuales sobresale la deteccjoén y fa cofirmacion.

Deteccién de fumonisinas por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC). El analisis
de fumonisinas por HPLC es el método de eleccion por las caracteristicas de polaridad de la
molécula y la posibilidad de formar un derivado fluorescente confiriéndole asi una aita
sensibilidad al método. Debido a que las fumonisinas no absorben radiaciéon ultravioleta y
carecen de fluorescencia natural, es necesario hacer una derivatizacion, es decir, una
modificacion quimica covalente en algun grupo funcional, en el caso de las fumonisinas se
aprovecha la reactividad del grupo amino (Yescas, 2001).
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El primer método para cuantificar fumonisinas por HPLC implicaba la formacion de
derivados maleil, pero tenia un limite de deteccién de 10 ppm, inadecuado para muestras de
maiz contaminados de forma natural. La sensibilidad fue mejorada por la formacién de
derivados con fluorescamina, pero resulto en la formacién de dos productos lo que resultaba
indeseable. La preparacién de derivados con o-ftadiaildehido (OPA) en presencia de 2-
mercaptoetanol y buffer de boratos en pH 9 a 10, ha sido empleada en muchos laboratorios
como método de eleccién para el andlisis cuantitativo de fumonisinas en maiz. La AOAC
junto con la IUPAC colaboraron en un estudio para estandarizar la cuantificacion de
fumonisinas en el que emplearon el reactivo o-ftadialdehido (OPA) en presencia de 2-
mercaptoetanol, buffer de boratos y una fase moévil de metanol:.fosfato de sodio monobasico
(0.1 M, 77:23), teniéndose limites de deteccién de 0.05-0.15 ppm. Los derivados formados
con OPA son estables por un periodo de 4 minutos, después de |la preparacién, y disminuye
la respuesta fluorescente después de 8 minutos (Sydenham et al., 1996 a).

Confirmacién de fumonisinas por espectrometria de masas.La espectrometria de masas es
basicamente una técnica que permite determinar la masa de una molécula (peso molecular),
ademas, a menudo proporciona valiosa informacién estructural a cerca de compuestos
desconocidos si se mide la masa de los fragmentos que se producen cuando se rompen
moléculas de alta energia (McMurry, 1994). Un espectrometro de masas bombardea la
sustancia bajo investigacidn con un haz de electrones o atomos y registra el resultado a
modo de un espectro de fragmentos de iones. La separacion de los fragmentos de iones
tiene como base la masa (estrictamente la relacion masa/carga) (Silverstein & Bassler,
1980).

La ionizacion por impacto electrénico requiere de la volatilizacion de la muesira. ya
que las fumonisinas tienen puntos de fusién no determinados (Sydenham et al., 1996 b) se
emplea para s.u confirmacién espectrometria de masas con ionizaciéon por bombardeo
atémico rapido (FAB), la ionizacién por FAB genera los iones con peso molecular 706 m/z
para la FB2 y 722 m/z para la FB1, estos valores pueden variar hasta en dos unidades de
m/z debido a la técnica de ionizaciéon (Caldas, et al., 1995).
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El fenébmeno mas sencillo que se presenta es la remocion de un electréon simple de la
molécula para formar un i6n molecular padre (M®), ademas, imparte a estos iones
moleculares un. excedente grande de energia, el necesario como para romper ios enlaces
covalentes que hacen que |la mayoria se fragmenten (Solomons, 1988).

1.3 Técnicas para la reduccién del contenido de fumonisinas en maiz y alimentos
derivados.

Una de las formas de prevenir la infeccion por F. moniliforme y como consecuencia
evitar un alto contenido de fumonisinas en el maiz, es la eleccion de variedades de maiz que
presenten una mayor resistencia a la infecciéon por F. moniliforme, ya que se ha observado
que diferentes tipos de malz muestran diferente susceptibilidad a la infeccion por F.
moniliforme en un area especifica, ésta resistencia puede ser aumentada por seleccion
natural o a través de la ingenieria genética, por ejemplo, con la insercion del gen cry 1A de
Bacillus thuringensis en el genoma del maiz (Munkvold et al., 1999).

Cuando la contaminacién no puede ser prevenida, se necesita la descontaminacién,
se han aplicado procesos para eliminar las fumonisinas o al menos reducir sus niveles, estos
procesos se clasifican como tratamientos biolégicos, fisicos y quimicos.

Tratamientos biolégicos. Los investigadores Scott et al. (1995); Scott & Lawrence (1995,
1997); Torres et al. (1998) han estudiado el efecto que tiene el proceso de fermentacion en la .
elaboracion de cerveza y vino en la reduccion de micotoxinas. La incidencia de fumonisinas .
en cerveza espafola fue estudiada por Torres et al. (1998), detectando fumonisinasv en un
43.8% de las muestras analizadas. En otro experimento Scott et al. (1995) fermentaron
cebada con una cantidad adicionada de ocratoxina-A, fumonisina B1 y fumonfsina B2,
después de 8 dias de fermentacion usando 3 diferentes cepas de levaduras (Sacharomyces),
el decremento maximo observado para ocratoxina-A, fumonisina B1 y fumonisina B2 fue de
un 13%, 28% y 17% respectivamente. Se observd una captacion de ocratoxina-A por la
levadura de un 21% y no se observod captacion de fumonisinas por la levadura.
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Se han identificado dos clases de microorganismos que son capaces de metabolizar
una porcion de la cadena hidrocarbonada de las fumonisinas como tnica fuente de carbono,
produciendo CO. Dentro de la primera clase se encuentran dos levaduras, Exophilia
spinifera y Rhinocladiella atrovirens, las cuales se aislan con frecuencia de semillas de maiz
en areas tropicales y subtropicales. La segunda clase la componen bacterias gram negativas
del género Xanthomonas, aisladas del tallo de plantas de maiz, cabe sefhalar que cepas
aisladas de otros hospederos, no son capaces de metabolizar las fumonisinas (Munkvold &
Desjardis, 1997).

Tratamientos quimicos. La amoniaciéon del maiz es un método para la destoxificacion de
aflatoxinas que mostré tener poca eficacia en reducir los contenidos de fumonisinas o su
toxicidad, sin embargo, se logra un decremento significativo en el contenido de FB1 en un
maiz contaminado de forma natural después de un tratamiento con amonio a alta presion a
temperatura ambiente o con un tratamiento a baja presion y alta temperatura. (Jackson et
al., 1996 a).

Otros procesos pueden disminuir los niveles de las fumonisinas, tal es el caso de la
nixtamalizacién de maiz para masa y tortillas. Dombrink-Kurtzman et al. (2000) estudiaron el
efecto de la nixtamalizacién en malz contaminado con fumonisinas para la produccién de
masa y de tortiilas, observando que el proceso reduce significativamente el contenido de
fumonisinas en maiz. La nixtamalizacion tiene un efecto de disminucién dramatica en la
cantidad de FB1 presente en maiz crudo, en tortillas la FB1 representa el 18.5% (8.1% FB1+
10.4% HFB1) de la concentracion inicial, lograndose una reduccion del 81.5% de la FB1, asi
mismo se encontré una reduccion del 89.3% de FB2 en tortillas.

Lu et al. (1997) reportaron el tratamiento de FB1 con fructosa en agua en pH>7. Esta
reaccion resulto en la unién del grupo amino primario de la FB1 con la fructosa,
disminuyendo la concentracion de FB1 detectable con el reactivo de OPA y su toxicidad, ya
que ratas alimentadas con el producto de esta reaccién no desarrollaron cancer.

Howard et al. (1998) describio la formacién de la N-(carboximetif) fumonisina B1
cuando la FB1 fue incubada con D-glucosa toda la noche a 78°C bajo condiciones alcalinas.
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Encontré que la formacién de este compuesto se favorece con pH mayores a 7. La N-
(carboximetil) fumonisina B1 al igual que las fumonisina A1 se encuentra N-sustituida por lo
que no es posible su cuantificacion con el reactivo de OPA-mercaptoetanol. Asi mismo Liu et
al. (2001) reportaron que el tratamiento de FB1 con glucosa por 48 horas a pH 7 y 80°C
resultan en una significativa reduccion FB1 detectable. Lo mas sobresaliente de este estudio
es que cuando una dieta que contenia el producto de la reaccion de FB1-glucosa fue
suministrada a ratas, no mostré toxicidad y no resulté en iniciacién de cancer.

Otra reaccién que ha sido investigada, es el tratamiento de maiz con una combinacién
de H202 y NaHCO;, la cual produce una reduccidn de 100% en la concentracién de
fumonisinas en maiz contaminado. La toxicidad de los productos terminales de esta reaccion
fue reducida comparada con el maiz no tratado. Sin embargo, se necesita mucho trabajo
antes de que este meétodo de destoxificacion pueda ser usado en aplicacidn comercial
(Munkvold & Desjardis, 1997).

Una complicacion general de muchos de los métodos de reduccién de las fumonisinas
es el hecho de que la reduccién en la fumonisina detectable no siempre resuita en ia
reduccion de la toxicidad. Las moléculas de fumonisinas pueden ser alteradas por varios
tratamientos en los cuales el o los productos pueden ser no detectables pero todavia téxicos,
ademas, son cruciales las pruebas de toxicidad de los productos finales de éstos
tratamientos acompafada de los datos de la fumonisina remanente.

Tratamientos fisicos. El camino mas simple para disminuir el contenido de fumonisinas en el
maiz es la remocion fisica de los granos contaminados por seleccién manual. Esto consume
tiempo en el proceso y en muchos casos es imposible. Una remocién parcial de ta micotoxina
puede ser alcanzada por limpieza seca del grano y también en el proceso de molienda. La
molienda da fracciones con niveles elevados de micotoxina en el salvado y niveles bajos en
la harina reduciendo el contenido de fumonisinas en un rango de 26-69%. En el proceso de
molienda hiumeda de maiz el almidén obtenido esta libre de la toxina. En cambio las otras
fracciones contienen FB1 en las siguientes concentraciones: parte proteica 5.1-5.8 ppm,
fibra 2.7-5.7 ppm y germen 1.3-3.1 ppm cuando el maiz originalmente contenia 13. 9 ppm
(Katta et al., 1999).
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La FB1 es termoestable ya que al mantener en ebullicion el cultivo de F. moniliforme
durante 30 minutos, seguido por un proceso de secado en horno a 60°C por 24 horas no se
obtuvo disminucién de la micotoxina, de manera similar, al aplicar las condiciones del
proceso de pasteurizacién (62°C durante 30 minutos) no se observd pérdida del contenido de
fumonisinas. (Jackson et al., 1996 a).

Estudios para evaluar la estabilidad térmica de FB1 y FB2 a diferentes pH (4, 7 y 10)
en un sistema acuoso a temperaturas de 100 a 235 °C a presion (0 a 440 psi) en un periodo
de 60 minutos, obtuvieron que {a concentracion de FB1 y FB2 diminuye con el tiempo de
proceso, mientras gue los niveles de cuatro productos de descomposicién, dos parcialmente
hidrolizados (PHFB1 y PHFB2) y dos completamente hidrolizados (HFB1 y HFB2)
aumentaban. En pH acido y neutro se obtienen, tanto para FB1 y FB2, un producto
parcialmente hidrolizado (PHFB1 y PHFB2) y otro completamente hidrolizado (HFB1 vy
HFB2), en pH alcalino (Jackson et al.,, 1996 a, b). En general, la FB1 y FB2 parecen menos
estables a pH 4 y mas estables a pH 7. Después de 60 minutos de tratamientos a
temperaturas mayores a 175 °C, ambas fumonisinas se ven disminuidas hasta en un 90%
independientemente del pH (Jackson et al., 1996 a, b).

En procesos de elaboracion de alimentos como es et caso del horneado (175 y 200°C
durante 20 minutos) en panqués de maiz, el contenido de FB1 disminuye de manera
pequefia pero significativa, el porcentaje de retencién en panqués horneados a 175°C
(83.7+ 3.5%) fue mayor que en panqués horneados a 200 °C (72.4+5.9%). En ambas
temperaturas la pérdida de FB1 fue mayor en la superficie del panqué que en el centro. En el
freido (190°C por 1-15 minutos) en totopos se observa una disminucién parecida a la del
horneado y en ambos casos la disminucion se explica por la formaciéon de bases de Shiff
producto de la reaccién entre la fumonisina y un azucar reductor (Jackson et al., 1997).

Un tratamiento fisico para la reduccién de fumonisinas que ha sido poco estudiado es

la irradiacion la cual se ha usado para la eliminaciéon de toxinas y de microorganismos, a
continuacién se presenta la Tabla 2 con dosis usadas con estos fines (Desrosier, 1973).
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Tabla 2. Dosis minimas aproximadas de radiacién gama para la destruccién de
toxinas especificas de significancia de salud publica (Desrosier, 1973)

TOXINA MEDIO &%ﬂf’
Toxina (C. bot., tipo A) Queso >70
Toxina (Staph. Factor emitico) Salchicha de carne de cerdo| <10, <20
Toxina (Staph. Factor emitico) Agua 7.2

1KGy = 1x 10° Gy

1 Gy = 10 000 ergs/g

En 1996 A. Visconti et al. estudiaron |la estabilidad de las fumonisinas a diferentes
periodos de almacenamiento y temperaturas en harina de maiz irradiado con radiacion
gamma, encontraron que se requiere de 15 KGy para disminuir el contenido de fumonisinas
en un 20% y que el maiz irradiado a 15 KGy puede ser almacenado por mas de seis meses a
25°C o por mas de cuatro semanas a 40°C sin que el tiempo de almacenamiento altere el
contenido de fumonisinas.

Iradiacién de alimentos. Existen varias formas de energia radiante emitidas por diferentes
fuentes. Estas pertenecen al espectro electromagnético de radiaciones y difieren en cuanto a
la longitud de onda, frecuencia, fuerza de penetracion y los diversos efectos que ejercen en
los sistemas biologicos. Algunas de éstas formas de energia radiante y sus efectos se
muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Efectos de diversas longitudes de onda de energia radiante (Potter, 1973)

Clasificacion Longitud de onda (Angstroms) Efectos
Larga invisible Menos de 1000 Ninguno
Radio Muy larga Puede aumentar la temperatura
Calor infrarrojo 8000 y mayores Puede sumentar la temperatura
Visible
Roja, anaranjada, amarilla, verde, 4000 » 8000 Poco o ninguno
azul, violeta
Corta invisible
. 1368 a 4000
Gama total de ultravioletas 3200 a 4000 Escala fotografica y fluorescente

2800 a 3200 Bronceo de la piel humana,
vitamina D que combate al
raquitismo

2000 a 2800 Maxima fuerza germicida

1500 a 2000 Region Shuman

1000 Formacién de czono, germicida en
concentracién adecuada
Rayos X 1000 a 1500 - Germicida
Rayos alfa, beta y gamma Menos de 1000 Germicida
Rayos cosmicos Muy corta Probablements germicida

La luz ultravioleta, sobre todo la que tiene una longitud de onda dentro de la escala de
2000 a 2800 angstroms, se utiliza para inactivar los microorganismos en la superficie de los
alimentos.

El factor que limita seriamente su aplicacion en este caso es el bajo grado de
penetracién de la luz ultravioleta en los alimentos, lo cual restringe su utilizacién a
tratamientos de la superficie o de alimentos liquidos que pueden exponerse a ella en capas
delgadas. Otras aplicaciones de la luz ultravioleta son los tratamientos del agua y el aire que
se emplean en las fabricas de la industria alimentaria. Los rayos X tienen una mayor fuerza
de penetracién que la luz ultravioleta y se ha pensado usarios como un medio de
conservacion de alimentos sin embargo, a los rayos X no se les puede dirigir, lo que seria
causa de un bajo grado de efectividad si se intentara emplearios con el equipo actual. Por
ello las aplicaciones de los rayos X en los alimentos han sido hasta ahora de caracter
experimental mas que comercial (Potter, 1973).
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Hoy en dia cuando se emplea el término “irradiacion de alimentos™ se entiende
generalmente el procesamiento por medio de rayos gamma y rayos beta, que en conjunto se
llaman radiaciones ionizantes. A éstas se les escoge por su fuerza de penetracion y por que
no producen ninguna cantidad considerable de radioactividad en los alimentos tratados.
Tampoco producen ningun grado importante de calor en los alimentos, y a eso se debe la
aplicacion del término “esterilizaciéon en frio” a este método de conservacion de alimentos.

Lo importante en los procesos de irradiacién es la dosis o cantidad de radiacién que
recibe un sustrato, es decir, el nimero de unidades de energia de radiacién absorbidas, la
unidad internacional de radiacion es el Gray (Gy) que equivale a 10,000 ergs/g. Los
materiales absorben la energia de radiacion en diferentes grados. Esto sucede aun cuando
los materiales estan expuestos a la misma fuente de radiacion por el mismo tiempo. Bajo
estas condiciones, dos alimentos diferentes pueden estar expuestos a la misma cantidad de
energia de radiacion, pero uno de ellos habra absorbido una mayor cantidad de esta energia
y por lo tanto, habra recibido un mayor numero de Grays que el otro (Potter, 1973).

Fuentes de radiacion. Los rayos beta (electrones de alta energia) pueden ser producidos por
maquinas como el generador Van de Graaff o un acelerador lineal. Los elementos naturales
radioactivos (U, Np, Pu y Th) y los isétopos radioactivos que se pueden producir en reactores
nucleares (Co %, Cs ') emiten una variedad de radiaciones y particulas de energla durante
la desintegracién radioactiva. Entre ellas estan las particulas alfa que son atomos de helio en
que faltan dos electrones, las particulas o rayos beta que son electrones de alta energia,
llamados también rayos catodicos, los rayos gamma o fotones y los neutrones. Estas .
radiaciones tienen diferentes grados de fuerza de penetracion, en orden decreciente: los .
neutrones, los rayos gamma, los rayos beta y los rayos alfa. Los neutrones tienen una gran
fuerza de penetracion y tanta energia que pueden alterar la estructura atémica y asi volver
radioactivos los elementos con que chocan. )

Actualmente se utilizan cominmente elementos radioactivos inducidos por medios
artificiales, por ejemplo el Co%, como fuente de radiaciones. EI Co* se emplea
principalmente como una fuente de rayos gamma, ya que las particulas beta pueden
producirse mas eficazmente en maquinas electronicas (Potter, 1973).
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1.4 Mecanismos de accién de las radiaciones.

Los tres mecanismos de interaccién de la radiacion electromagnética con fa materia
son efecto fotoeléctrico, efecto Compton y produccién de pares.

Efecto fotoeléctrico.El foton interacciona con el absorbedor como un pagquete de energia que
es completamente absorbido. Este efecto tiene lugar cuando se trata de radiaciones
electromagnéticas de baja energia. Como resultado de la energia absorbida, un electrén,
llamado fotoelectrdn, es lanzado fuera del 4tomo desde una 4rbita cercana al nicleo con
una energia cuyo valor es dado por la ecuacién:

Ee =E,-E e. a.
Donde:

E e” = Energia del fotoelectron
Ey = Energia del rayo
E e. a.= Energia de amarre del electrdén lanzado

La vacante en el orbital es ocupada por otro electrén proveniente de érbitas exteriores,
o de niveles superiores de energia, emitiéndose un rayo X con una energia especifica igual a
la diferencia entre las energias de amarre de los electrones en ambos niveles. Pero, si en
vez de los rayos X, esta energla es transferida a otro electrén en una 4rbita cercana al nucleo
con un nivel bajo de energia, éste es lanzado del atomo y se conoce como electrén Auger
{Navarrete & Cabrera, 1993).

Efecto Compton. Cuéndo un rayo y tiene una mayor energia que en el caso del efecto
fotoeléctrico, no se absorbe completamente en una sola colisién, la colisién del rayo y
provoca el lanzamiento de un electrén y se desvia su trayectoria para continuaria con menor
energia, es decir, mayor longitud de onda y en consecuencia menor frecuencia, con mejor
oportunidad de encontrar electrones en su camino a quienes comunicaries su energia. La
energia del rayo desviado se obtiene por la relacion.

Eg: =Egi-E e.a.
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Donde:

Eg2 = Energia del rayo dispersado
Egi= Energia del rayo incidente
E e.a.= Energia de amarre detl electrén lanzado

El rayo y puede sufrir varias colisiones, antes de ser absorbido por efecto fotoeléctrico.
Si el electron lanzado pertenece a una 6rbita cercana al nicleo de bajo nivel energético,
tendra lugar la emisién de rayos X o electrén Auger, igual que durante el efecto fotoeléctrico.

Produccién de pares. Cuando la energia del rayo gamma incidente es muy alta, al ser
absorbido por la materia se transforma en masa y produce dos particulas beta, una negativa
y otra positiva. Como dos masas de electron son producidas, es necesaria al menos una
energia equivalente a ellas (2 X 0.51 MeV = 1.02 MeV). Si la energia del rayo gamma inicial
es mayor que este valor de umbral, el exceso aparecera como energia cinética del par
formado. El negatrén a su vez causa ionizaciéon y el positréon existe hasta que interacciona
con otro electréon para aniquilar el par, produciéndose ahora dos rayos gamma de 0.51 MeV
cada uno, conocidos como radiaciéon de aniquilacion, por lo que el proceso de aniquilacion
puede ser considerado hasta cierto punto como el inverso de la produccién de pares.

De este modo, el efecto fotoeléctrico es el predominante en los rayos gamma con
energia menores a 60 KeV cuando atraviesan aluminio y menores a 600 KeV si atraviesa
plomo. El efecto Compton predomina para rayos gamma de energia entre 60 KeV y 1.5 MeV
en aluminio y entre 600 KeV y 5§ MeV en plomo. La producciéon de pares es el principal
mecanismo para energias mayores al limite donde se produce principaimente el efecto
Compton (Navarrete & Cabrera, 1993).

Las radiaciones ionizantes penetran por los materiales alimenticios en un grado que
varia de acuerdo con la naturaleza del alimento y las caracteristicas de las radiaciones, la
efectividad de las radiaciones depende también de su capacidad de alterar moléculas y de su
potencialidad de ionizacién, es decir, su capacidad de desprender electrones de los atomos
de los materiales que atraviesan. Las particulas beta generalmente tienen mayor capacidad
que los rayos gamma para producir ionizaciones en el material que atraviesan.

"
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Cuando las radiaciones ionizantes pasan a través de los alimentos, ocurren choques
entre las radiaciones y las particulas de alimento en los niveles molecular y atomico. La
produccién de péres de iones resulta cuando la energia de éstos choques es suficiente
como para desalojar un electrén de una Orbita atomica. Ocurren cambios moleculares
cuando los choques proporcionan suficiente energia para romper los enlaces quimicos entre
atomos; una consecuencia importante de ello es la formacion de radicales libres.

Los radicales libres son fragmentos de moléculas, grupos de atomos o atomos
individuales, que poseen un electrén no apareado. Las moléculas estables casi siempre
poseen un numero par de electrones, y una configuracion que contiene un electréon no
apareado es muy inestable. Los radicales libes, por consiguiente, tienen una gran tendencia
a reaccionar entre si y con otras moléculas para encontrar parejas para sus electrones que
no las tienen, y asi alcanzar su estabilidad.

La formacién de pares de iones, los radicales libres, la reaccién de los radicales libres
con otras moléculas, la recombinacion de los radicales libres y otros fenbmenos fisicos y
quimicos relacionados, proporcionan los mecanismos por los cuales los microorganismos, las
enzimas y los componentes de los alimentos se alteran durante la irradiacién.

Efectos directos. Son los que se deben a contactos directos entre los rayos o las particulas
de alta energia y los materiales irradiados. Es indudable que estos choques ocurren
realmente pero la frecuencia con que ocurren en una dosis de radiaciéon dada probablemente
no sea suficiente para explicar la mayoria de los efectos en un sustrato determinado.

Efectos indirectos. Las radiaciones que chocan con una molécula de un alimento especifico
producen pares de iones y radicales libres, algo muy parecido sucede cuando las radiaciones
de alta energia pasan a través del agua. Las moléculas del agua se alteran, produciendo
radicales hidrégeno e hidroxilo, muy reactivos. Estos radicales pueden reaccionar entre si,
con el oxigeno disuelto en el agua y con una amplisima variedad de moléculas, iones
organicos e inorganicos que pueden estar disueltos o suspendidos en el agua, asi, dos
radicales hidroxilo al combinarse forman el peroxido de hidrégeno.

e OH +eOH— H,0,
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Dos radicales de hidrogeno producen el gas hidrégeno.
ef+e HH o H,
Un radical de hidrogeno, mas oxigeno disueito, dan un radical de peroxido.

® H+0, > HO, ®

Dos radicales de peréxido producen perodxido de hidrogeno mas oxigeno.

HO, o+ HO, = H,0,+ 0,

El peréoxido de hidrogeno es un fuerte agente oxidante y un veneno bioldgico. Los
radicales hidroxilos e hidrogenos son fuertes agentes oxidantes vy reductores,
respectivamente. También pueden tomar parte en reacciones con materiales organicos y
alterar la estructura molecular. Puesto que las células vivas y los materiales alimenticios
estan compuestos en gran parte por agua, la actividad que la radiacion comunica a este
disolvente constituye un factor muy importante que contribuye al caracter letal o a los
cambios subletales en las células vivas y a los componentes de los alimentos. Es probable
que un sustrato que recibe radiaciones ionizantes experimente hasta cierto punto los efectos
directos antes mencionados; y es seguro que experimenta cuando menos los efectos
indirectos (Potter, 1973).

Fotoquimica. La fotoquimica trata del estudio del efecto de la energia radiante en las
reacciones quimicas y de las velocidades y mecanismos de las reacciones iniciadas por la
accion de la luz, esto es en las regiones que comprende el visible (400 a 700 nm), el
ultravioleta de (200 a 400 nm), y el ultravioleta ‘al vaci¢ (50 a 200 nm) (Borrell, 1980). Las
reacciones ordinarias o térmicas se inician por la activacion debida a las colisiones
moleculares, sin embargo, la agitacién térmica no es el Unico procedimiento por el cual la
energia de los atomos y moléculas asciende suficiente para causar la reaccion. Los atomos y
moléculas pueden absorber la radiacién, con la absorcién de un cuanto de energia radiante
lo suficientemente grande puede romperse una molécula. Tal absorcién de luz por un atomo
o molécula conduce a su excitacion, si la activacion es suficientemente grande, puedg
resultar una reaccion quimica y con frecuencia produce cambios quimicos bajo condiciones
donde la activacién térmica sola no seria efectiva (Maron & Pruton, i996).




INTRODUCCION

La influencia de la luz sobre los sistemas quimicos puede ser diversa. Si los cuantos
de luz no son suficientemente energéticos como para producir un efecto profundo, como es
la disociacion de una molécula, la energia puede simplemente degradarse en energia
térmica. Este ultimo efecto pude considerarse ligero en el sentido fotoquimico, ya que pude
alcanzarse el mismo resultado elevando la temperatura por cualquier medio. Cualquier efecto
de la luz, sea ligero o profundo sélo pude ser producido por la luz que absorbe el sistema en
cuestién (Castellan, 1987).

La luz puede producir diferentes tipos de reaccion: sintesis, descomposicion,
hidrélisis, reduccién, oxidacidn y polimerizacién. Una molécula absorbe luz de un fotén y
toma la energia para formar una molécula excitada. La energia que adquiere una molécula
cuando absorbe un foton en la regiédn visible es del mismo orden de magnitud que la energia
requerida para romper los enlaces normales de la molécula. A longitudes de onda menores,
en el ultravioleta, resulta posible inyectar mas energia a.la molécula por cada fotén (Borrell,
1980) en e! caso del didxido de titanio la radiacion electromagnética hv> Eg (3.2 eV fotones
en el intervalo UV) inducen transiciones electrénicas. Los electrones en la banda de valencia
absorben la energia del foton, la cual es suficiente para alcanzar el nivel de energia de la
banda de conduccion; con esto se genera un electron en ia banda de conduccion y un hueco
en la banda de valencia, lo que se conoce como el par electrén-hueco, e/h’. Dichas
particulas estan electronicamente cargadas y, en la mayoria de los casos emigran a la
superficie del didxido de titanio, si es que no ocurre antes la recombinacién entre ellos.

La representacion de este proceso es:

TiOz + hv e +h* generacion del par e'/h*
e +h' - TiO; + hv recombinacion del par e/h*

En la superficie o en la subsuperficie, estas cargas (e’ o h') pueden ocupar estados
superficiales o subsuperficie. Las cargas atrapadas pueden a su vez recombinarse o inducir
reacciones redox via transferencia de electrones con donadores (Red;) y aceptores (Ox,) de
los ‘electrones. Asi, en fase acuosa, la superficie del didxido de titanio es ampliamente
considerada como una productora de radicales hidroxilo (Pelizzetti et al., 1994).
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INTRODUCCION

h* v+ Redg —> OX:
e’act+ Oxy —+ Red,

El di6xido de titanio es muy estable a temperaturas ordinarias, relativamente insoluble
en agua y no se afecta por los gases de la atmoésfera. (Wise & Oudar, 1990).
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CAPITULO 2
OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar el efecto que tienen sobre las fumonisinas B1 y B2 las radiaciones ultravioleta y
gamma.

Objetivos particulares:

Realizar la caracterizacion fisicoquimica de maiz contaminado con fumonisinas
incluyendo la cuantificacion del contenido de fumonisinas FB1 y FB2 presentes en
muestras de harina de malz mediante cromatografia de liquidos.

Determinar la precision del método de extraccion y analisis mediante el calculo del:
porcentaje de recuperacion, coeficiente de variacion y linealidad.

Probar si la radiacién ultravioleta o gamma tienen efecto sobre las fumonisinas B1 y B2
irradiando estandares.

Estudiar los efectos de la radiacién ultravioleta sobre las fumonisinas presentes en harina
de maiz.

Estudiar el efecto que tiene el TiO; en harina de maiz y en harina de maiz suspendida en
agua durante el proceso de irradiacidén con iuz ultravioleta.

Estudiar el efecto de la irradiacion gamma con didxido de titanio y sin diéxido de titanio
sobre las fumonisinas presentes en harina de maiz.
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CAPITULO 3
TRABAJO EXPERIMENTAL

Materiales y métodos. Se emplearon estandares de FB1 y FB2 o-ftadialdehido (OPA), 2-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), dioxido de titanio (Prolabo, Alemania), metanol (grado
HPLC), fosfato de sodio monobasico dihidratado (J. T Baker).

Las muestras de maiz que se emplearon para este estudio fueron suministradas por el
Centro de Investigacion y Mejoramiento del Maiz y Trigo (CIMMyT), México, el Batan en
Texcoco cuyas caracteristicas son: maiz amarillo resistente a Fusarium proveniente de
mazorcas de lineas avanzadas inoculadas con F. moliniforme en condiciones de campo.
Estas lineas de maiz son el producto de un programa de mejoramiento genético que los
cientificos e investigadores del CIMMyT llevan a cabo a través de los afios y en diversos
ambientes con el propdsito de seleccionar, recombinar y avanzar los mejores genotipos.

Andlisis de fumonisinas. Se analizaron usando un sistema de cromatografia de liquidos con
arreglo de diodos y detector de fluorescencia (Varian). Columna de 15.0 cm, empaque de
nucleosil 100-5C18 (HiChrom) con una eficiencia del 65%, Las condiciones empleadas en el
detector fueron excitacion 335 nm, emision 440 nm, intervalo 1 y en la bomba un flujo de 1.0
ml/min usando una fase mévil de metanol-fosfato de sodio monobasico (0.1 M, 77+23 viv),
pH 3.3 ajustado con acido fosférico y filtrada a través de una membrana de nylon con un poro
de 0.45 um, para la detecciéon de fumonisinas se requiere un de una derivatizacion que
genere un producto fluorescente

Derivatizacién (En el caso de esléndarés). Se colocan 25.0 pL de la solucién estandar en el
fondo de un vial de 2.0 mL, y se adicionan 225.0 uL de reactivo OPA-mercaptoetanol, se
mezcla e inmediatamente se inyectan 20.0 ul en el cromatégrafo de liquidos. El reactivo de
OPA-mercaptoetanol se preparé de la siguiente forma: se disolvieron 40.0 mg de OPA en 1.0
mL de metanol y se adicionaron 5.0 mL de tetraborato de sodio 0.1 M y 50.0 uL de 2-
mercaptoetanol, se almacend en oscuridad por menos de 1 semana. Las soluciones estandar

de FB1 y FB2 se prepararon a una concentracién de 100.0 ppm, de cada una de las
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soluciones de fumonisina se realizaron diluciones que sirvieron para realizar la curva de
calibracion (ver Tablas 1y 2 Figuras 1y 2 del anexo I).

Preparacién de estandares de FB1 y FB2 para irradiacién ultravioleta o gama. Para cada una
de la fumonisinas se procedié de la siguiente manera, a partir de una solucién de 100.0 ppm
de estandar de fumonisina se prepardé una solucién de 10.0 ppm, se tomaron 200.0 uL y se
colocaron en el fondo de un vaso de precipitados de 10.0 mL, posteriormente se evaporaron
a sequedad en un bafo de agua a 60°C, se tapd el vaso con parafim y se mantuvo en
refrigeracién hasta el momento de su irradiacion (menos de dos dias). De esta manera se
prepararon ocho vasos.

Irradiacién de estandares de FB1 y FB2 con ultravioleta. Uno de los vasos se toma como
control ya que no es expuesto a la radiacién. Los siete vasos restantes se colocan sin
parafilm bajo la lampara de luz ultravioleta de 100.0 watts, arco de mercurio de inmersiéon y
presidon media, con chaqueta de cuarzo y regulador de voltaje (ACE GLASS Incorporeated), a
3 cm de distancia medidos desde la chaqueta de cuarzo hasta el fondo del vaso (Figura 5),
los cuales se van retirando a los siguientes intervalos de tiempo: 30, 60, S0, 120, 240, 360 y
480 minutos, inmediatamente después del tratamiento de irradiacién se coloca nuevamente
el parafilm y se mantiene en refrigeracién hasta su analisis por HPLC (menos de 4 dias).

Iradiacién de estandares de FB1 y FB2 con radiacién gamma. Uno de los vasos se tomé
como control ya que no se expuso a la radiacion. Los siete vasos restantes se colocan con
parafiim a 40.0 cm del vértice formado por las fuentes de Co® (Figura 6) y a 16.5 cm del
suelo en la estructura del irradiador tipo alberca Gamma Beam, (Figura 3 y 4 del anexo }) y
se retiraron al ir alcanzando las dosis de 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0, 12.0 y 14.0 KGy a una tasa
de dosis de 2.056 KGy/h, después de esto se mantuvieron en refrigeracién hasta su analisis
por HPLC (menos de 4 dias).

También se realizé la irradiacion a 15.0 KGy de fumonisina B1 en estado sélido,

posteriormente se llevé a cabo la cuantificacion de la fumonisina remanente por HPLC y un
analisis mediante espectrometria de masas.
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Carmpans de extraccidn
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Figura 5. Equipo montado para la irradiacion ultravioleta de estandares y muestras.

Figura 6. Posicion dentro del irradiador en la que se colocaron las muestras
(posicion “P" a un distancia de 16.5 cm del suelo).
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Para el andlisis de los estandares tratados con radiacion uitravioleta o gamma, se
resuspende el contenido de cada vaso en 200.0 uL de metanol y se toman 25.0 uL para la
derivatizacion.

Iradiacion de harina de maiz con luz ultravioleta (A < 380 nm). Las muestras que se
emplearon se molieron previamente por 5 minutos, en lotes de 250.0 g usando un tamiz No.1
en el molino Brabender Ohg Duisburg, posteriormente se mezclan los gruesos y finos para
homegenizarlos en una sola muestra. El harina de maiz (25.0 g) se expone a la radiacion
ultravioleta en las siguientes condiciones: temperaturas de 25, 60 y 90 + 10°C por tiempos de
120, 240, 360 y 480 minuto§. en charolas de aluminio (9.5 x 18.6 cm), a una distancia de 3.0
cm de la lampara de luz ultravioleta, medidos desde la chaqueta de cuarzo hasta el fondo de
la charola (Figura 5).

Irradiaciéon de harina de malz con luz ultravioleta (A < 380 nm) en presencia o ausencia de
diéxido de titanio. El harina de maiz (25.0 g) fue expuesta a la radiacién ultravioleta en las
siguientes condiciones: temperaturas de 25 y 90 + 10°C por tiempos de 120 y 480 minutos
respectivamente, en presencia y ausencia de didxido de titanio (1.0 g de TiO; por cada 100 g
de harina), en charolas de aluminio (9.5 x 18.6 cm), a una distancia de 3.0 cm de la lampara
de luz uitravioleta, medidos desde la chaqueta de cuarzo hasta el fondo de la charola (Figura
5).

Iradiacién de harina de maiz suspendida en agua. El harina de maiz (25.0 g) se suspende
en agua (50.0 mL) en un vidrio de reloj y con agitacion magnética se expone a la radiacion
ultravioleta a temperatura ambiente por 240 minutos, a una distancia de 3.0 cm de la lampara
de luz ultravioleta, medidos desde la chaqueta de cuarzo hasta el fondo del vidrio de reloj
empleando el mismo dispositivo de irradiacién ultravioleta de ia Figura 5. Se estudié el efecto
de la presencia o ausencia del didxido de titanio para lo cual se agregé 1.0 g de TiO; por
cada 100 g de harina.

Irradiacién de harina de maiz con radiacién gamma. Las muestras de harina de maiz se
sometieron a la radiacion gamma en bolsas de plastico con sello hermético, se colocaron a
40.0 cm de vértice de la estructura del Gamma Beam y a 16.5 cm del suelo (Figura 6). Se
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fueron retirando al ir alcanzando las dosis de 3.0, 6.0, 9.0, 12.0 y 15.0 KGy, después de esto
se mantuvieron en refrigeracion hasta su analisis por HPLC. A las muestras irradiadas con
ultravioleta 0 gamma se les cuantificaron las fumonisinas B1 y B2 residual para comparar los
niveles de fumonisinas con una muestra que no recibié tratamiento de irradiacion y asli
evaluar el efecto de degradacion provocado por las radiaciones.

Andlisis de muestras de harina de maiz. Para la extraccion de fumonisinas se sonicaron 25.0
g de harina de maiz con 50.0 mL de metanol-agua (3:1 v/v) por 3.0 minutos, se centrifugd a
1250.0 rpm en una ultracentrifuga de temperatura controlada (Eppendorf 5810 R) por 10
minutos a 25 °C, se filtré la mezcla a vacio a través de papel filtro det nimero 6 y se
colectaron 10.0 mL del extracto en una probeta graduada, se ajust6 el pH en un intervalo de
5.8-6.5 con NaOH 1.0 M. Posteriormente los extractos de harina de maiz se purificaron en
una columna de intercambio idnico (SAX) 3.0 mL de capacidad y 500.0 mg de empaque
{Supelco), la columna se preacondiciond con metanol (5.0 mL) seguido de metanol:agua (5.0
mL, 3:1 v/v), manteniendo un flujo de 2.0 mbL/min, desechando los lavados, se agrega el
extracto (10.0 mL) a la columna seguido de un lavado con metanol:agua (5.0 mL, 3:1 viv),
y metanol (3.0 mL), ajustando el flujo a 1.0 mL/min las fumonisinas (B1 y B2) se eluyen con
metanol:acido acético (10.0 ml., 99:1 v/v) y se toma una alicuota de 4.0 mL, se evapora a
sequedad en un bafo de agua a 60°C. El residuo se resuspende en metanol (1.0 mL) y se
evapora a sequedad en un bafio de agua a 60 °C, se tapa con parafiim y se almacena en
refrigeracion por un tiempo maximo de una semana hasta su analisis.

Derivatizaciéon de extractos de hanna de malz. Se resuspende en metanol (200.0 ul) el
residuo evaporado, del cual se toman 25.0 uL para realizar la derivatizacion adicionando
225.0 uL de reactivo OPA-mercaptoetanol, el cual se mezcla en vortex e inmediataménfe se
inyectan 20.0 uL en el cromatégrafo de liquidos. Se determina la concentracion de FB1 y FB2
en el extracto de harina de maiz por interpotacion de areas de los picos cromatogréﬁ;:os en la
curva de calibracion, si las areas del extracto de harina de maiz excedian a las obtenidas por
la solucién estandar de mayor concentracién en la curva de calibracién, se diluia el extracto
de harina de maiz para reinyectarta.
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Porcentaje de recuperacién en la extraccién de las fumonisinas. Para cada fumonisina se
realizé el siguiente procedimiento: Se tomaron dos muestras de 25.0 g de harina de maiz, a
una de ellas se adicion6 solucion estandar de fumonisina, posteriormente a ambas muestras
se les cuantificé el contenido de fumonisina y se calculé el porcentaje de recuperacion.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién fisicoquimica del maiz. Las doce muestras empleadas tenian diferencias en

cuanto a color, tamano del grano y grado de dafio, se realizd la caracterizacion de las

muestras de maiz, empleando los criterios que indica la norma mexicana NMX-FF-034-1995-

SCFI "Productos alimenticios no industrializados-Cereales-Maiz (Zea mays L)". Se dividieron

los granos en los siguientes conjuntos: granos enteros, granos dafados por hongos, granos

germinados, granos inmaduros, granos dafados por insectos e impurezas. Para clasificarlos

como México 1, 2, 3, 4 como se muestra en la Tabla 4, en donde las muestras estan

ordenadas de menor a mayor porcentaje de granos danfados por hongos.

Tabla 4. Clasificaciéon de los granos de maliz de acuerdo a los criterios de la norma mexicana

NMX-FF-034-1995-SCFI

5% 1525 % 28 |3 (522 E '
Muestra | 5 5 |8 8 & 3 BEN& 3 58 § p Otros .
o5 I°%8 28 |° E’, oflog 3 g 2
o = K= o (8]
1 9163| 150 | 103 | 0.80 [ 020 | 087 | 4 0.07% marado Mexico 4
2 9163| 1.53 | 084 | 1.35 | 0.97 | 0.80 | 0.76 %ch?j';:;?gf’;:;%ggor” México 3
933 | 343 | 057 | 0.563 | 0.1 |0.967 | 0.367 |0.7%chupado 0.07%roedor|  México 3
4 90.2 | 413 | 0.53 | 2.87 | 0.25 | 1.467 | 0.25 |0.03%rayado 0.4%chupado| México 4
8576 | 4.30 | 047 | 5.46 | 093 | 124 | 1.9 0.03%chupado México 4°
6 933 | 437 | 04 1 lose7| 08 0.07%2',12:;’;(‘;‘;78."‘%6 calor | México 3
7 88.77 | 4.88 | 067 | 1.86 | 1.77 | 213 | 1.12 México 4°
8 91 | 575| 06 | 1.25 | 0.1 | 065 | 075 México 4
9 862 | 585 | 03 | 1.4 | 205 | 31 | 19 0.15% chupado Mexico 4*
10 889 | 66 | 06 | 235 0.1 | 1.4 | 01 0.5% chupado México 4*
11 |es3s| 778 [ 073 | 890 | 0.30 | 203 | 075 México 4°
12 |8530| 8.70 | 0.75 | 246 | 093 | 193 | o3 [ 038%chupados0.02% |y icq 4

México 4*= Estos granos tienen una suma de daffos mayor a la especificada para México 4.
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Se realizé un andlisis proximal de las muestras (sin descartar los ganos daftados) que
constd de cenizas, humedad, proteina cruda, grasa cruda, fibra cruda y carbohidratos, la
metodologia correspondiente se encuentra en el anexo |, ademas se cuantificé el contenido
de fumonisinas B1 y B2 por HPLC empleando el reactivo o-ftadialdehido-mercaptoetanol
(OPA/MCE) y se confirmé la presencia de fumonisinas en harina de maiz usando un
espectrémetro de masas modelo GCQ, Finnigan Mat, con bombardeo atdmico rapido y
analizador de trampa de iones, los resultados del andlisis fisicoquimico se resumen en la
Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de la caracterizacion fisicoquimica y de la cuantificacién del
contenido de fumonisinas B1 y B2 de las muestras de maiz

g R % T8 3|z | 8 8

i & 8 2 § S g 3 5

s ® ¥ * * 3

&
1 3.83+£0.44 1.02+0.10 | 14.02 } 1.40 4.18 | 10.98 | 3.33 | 80.12
2 | 564065 | 1.92+0.18 | 13.35| 1.21 | 4.10 | 11.14 | 2.89 | 8067
3 3.53+0.41 1.32+0.12 124 1.30 3.58 | 12.02 ] 2.92 | 80.17
4 4.33+£0.50 1.60+0.15 | 12.85 | 1.45 2.62 10.77 1 3.02 | 82.15
5 12.33+1.43 | 462+043 | 14.36 | 1.39 3.43 | 1223 | 1.91 81.04
‘6 7.02+0.81 2.19+0.21 | 12.13 | 1.19 7.02 9.48 3.21 79.09
7 9.51+1.10 3.03+0.28 | 13.31 2.19 4.05 | 11.82 1.72 | 81.15
8 10.60+1.23 | 3.84+0.36 | 13.79 | 143 3.32 | 11.38 | 2.90 | 80.98
9 11.39+1.32 | 3.92+0.37 | 12.83 | 1.46 252 [ 11.70 | 2.66 | 96.37
10 { 11.33+1.31| 3.90+0.37 | 12.73 | 1.35 7.02 9.06 2.62 | 79.94
11 | 20.87+2.42( 7.03+£0.66 | 13.92 | 1.31 3.55 | 10.68 | 2.04 | 82.41
12 7.75+£0.90 267+0.25 | 1293 | 1.37 403 | 11.31 3.18 | 80.11

* Los valores mostrados son el promedio de tres determinaciones.
®Datos expresados en base seca.

Para las fumonisinas B1 y B2 las curvas de calibracion empleadas para la
cuantificacion tienen un factor de correlacion lineal r = 0.9993 y r = 0.9999 (Figuras 1y 2 del
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anexo 1), los limites de deteccién son de 0.06 ppm y 0.02 ppm, los tiempos de retencion son
6.5-6.9 minutos y 14-15 minutos respectivamente.

El porcentaje de recuperacion de la extraccion de fumonisina B1 es de 62 %, y para la
fumonisina B2 es de B4% ambos valores estan dentro del intervalo mencionado en al
literatura que va del 47% hasta el 97% (Bata & Radomir, 1999).

Se observa en la Tabla 5 una diferencia notable entre las muestras en el contenido de
fumonisinas, esto puede deberse a que existe diferencia genética entre un individuo y otro lo
que les confiere a cada uno resistencia al F. moniliforme diferente, provocando que la
cantidad de fumonisinas sea muy variable, sin embargo, en las muestras analizadas el
contenido de fumonisina B1 es aproximadamente tres veces mayor que el de la fumonisina
B2 siendo la muestra 11 la que presenta el mayor contenido de fumonisinas y la muestra 3 el
menor contenido. Replicas en las determinaciones del contenido de fumonisinas de una

muestra dan un intervalo de precision de £ 10 %.

Se observa que no hay una relacién entre el contenido de granos dafados por hongos
y el contenido de fumonisina, como se puede ver en la Tabla 6, esto puede deberse a que el
porcentaje de granos dafados por hongos estd dado por el peso de los granos que
visiblemente muestran crecimiento fungico a diferencia de la determinacion de fumonisinas
por HPLC que no depende del criterio del analista. En la Tabla 6 se observa que la muestra
11 tiene el mayor contenido de fumonisinas (20.87 ppm de FB1 y 7.03 ppm de FB2) y un alto
contenido de granos danados por hongos (7.78%), sin embargo, |la muestra 12 tiene menor
contenido de fumonisinas (7.75 ppm de FB1 y 2.67 ppm de FB2) y un contenido de granos
danados por hongos (8.70%) mayor que el de la muestra 12, el 40% de las muestras .
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Tabla 6. Relacién del contenido de fumonisinas B1 y B2 con el
porcentaje de granos dafiados por hongos en las muestras de

maiz
Muestra FB1 (ppm)* FB2 (ppm)® G”":::;::?/:” por
1 3.831+044 1.02+0.10 1.50
2 5.64+0.65 1.92+0.18 1.53
3 3.53+0.41 1.32+0.12 3.43
4 4.33+0.50 1.60+0.15 4.13
5 12.33+1.43 4.62+0.43 4.30
6 . 7.02+0.81 2.19+0.21 437
7 9.51+1.10 3.03+0.28 488
8 10.60+1.23 3.84+0.36 575
9 11.39+1.32 3.92+0.37 5.85
10 11.33+x1.31 3.80+0.37 66
11 20.87+2.42 7.03+0.66 7.78
12 7.75+0.90 2671+ 0.25 8.70

* Los valores mostrados son el promedio de tres determinaciones.

La caracterizacién quimica (analisis proximal) en base hiumeda de las muestras es en
promedio: 13.22+0.69% de humedad, 3.68+ 1.29% de grasa, 9.59+ 0.81% de protelna,
2.35+0.47% de fibra y 71.18+4.10% de carbohidratos, las variaciones en nuestros
resultados posiblemente se deban a las diferencias genéticas existentes entre los individuos
analizados, a pesar de que todas son de maiz amarillo. Los resultados de la caracterizacion
quimica son similares a la composicion reportada en las Tablas de valor nutritivo de los
alimentos de mayor consumo en Latinoamérica (1996), en la que se indica que el maiz tiene
13.80% de humedad, 4.80% de grasa, 8.30% de proteina, 12.2% de fibra y 69.6% de
carbohidratos todos en base humeda. Los valores de la bibliografia son el promedio de
muchas determinaciones, razén por la cual la suma de los porcentajes antes mencionados
no da 100% y no se reportan las cenizas ya que segun los autores éstas son muy variables,
cabe mencionar que en dichas tablas no se reporta la desviacion estandar de sus

determinaciones.

32




RESULTADOS Y DISCUSION

En el espectro de masas por bombardeo con atomos rapidos (FAB, por sus siglas en
inglés fast-atom bonbardment) de la Figura 7 se logran identificar las masas 706 y 723 que
corresponden a-las fumonisinas FB2 y FB1 respectivamente confirmando su presencia en el
extracto dé harina de maiz (Caldas et al., 1995).

r.

bl o
) o s

£ 2

e e ) .. D - -

Figura 7. Espectro de masas de un extracto de maiz (acercamiento a los picos de 660 a 960 m/z).

4.1 Comportamiento de estindares de fumonisinas B1 y B2 irradiados con luz
ultravioleta

Las fumon@sinas B1 y B2 fueron tratadas con luz ultravioleta (A<380 nm), los
resultados de este tratamiento estan resumidos en la Tabla 7, en donde la concentracion de
las fumonisinas disminuye gradualmente conforme aumenta el tiempo de exposicion a ia luz
ultravioleta. Al tiempo de 30 min por efecto de |a luz ultravioleta, la FB1 disminuye a 3.13
ppm a partir de un contenido inicial de 5.08 ppm (control) y continua su caida. A partir del
tiempo 120 min su valor oscila alrededor de cero logrando una reduccion del 97% del
contenido inicial de FB1; la Tabla 7 muestra que !a FB2 desde concentracion inicial (control)
hasta t= 90 min disminuye en un 95.9%, a partir de este tiempo la concentracién de FB2

oscila alrededor de cero, en la Figura 8 se observa el comportamiento que siguen ambas
fumonisinas.
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Tabla 7. Degradacion que causa la radiacién ultravioleta en estandares

de fumonisinas B1y B2

Tzﬁ:?n‘;o Concentracién (ppm)* Disminucién (%)
FB1 FB2 FB1 FB2
Control 5.08+0.44 2.93+0.61 ———— ————e
30 3.13+£0.03 0.78+£0.04 38.39 73.38
60 1.10+0.05 0.35+0.05 78.35 88.05
90 1.561+0.20 0.12+0.07 70.28 95.90
120 0.13+0.03 0.2410.05 97.44 91.81
240 0.04 + 0.02 0.00+0.00 99.21 100.00
360 0.16+0.04 0.00+0.00 96.85 100.00
480 0.33+0.06 0.08+0.02 93.50 97.27
® Cada valor es el promedio de al menos tres determinaciones.
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Figura 8. Comportamiento de fumonisinas B1 y B2 irradiadas con luz uftravioleta. Los datos
correspondientes a los tiempos de 80 min para FB1 y 120 min para FB2 no se tomaron en cuenta para

1a linea de tendencia del grafico.
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No se observa un incremento progresivo en el area de ningun otro pico de los
cromatogramas a medida que se van degradando las fumonisinas B1 y B2 por la radiacion
ultravioleta (Figuras 5 y 6 del anexo ).

Los anteriores resultados nos indican que ambos estandares de fumonisinas B1y B2,
se afectan al ser expuestos a radiacion ultravioleta (A<380 nm), por lo que se esperaba que
al someter las harinas de maiz a un tratamiento similar la luz ultravioleta afectara a las
moléculas de FB1 y FB2 presentes en harina de malz.

4.2 Efecto del TiO; como formador de radicales en |la degradacién de fumonisinas
B1 y B2 con radiacion ultravioteta en harina de maiz y en harina de maiz suspendida en
agua

Los experimentos anteriores permitieron demostrar que la radiacién ultravioleta
degrada a las fumonisinas y posiblemente esta degradacion sea vla radicales la cual podria
ser incrementada con TiO; (1.0 g por cada 100 g de harina) por lo que se probaron dos
tratamientos de exposicion a la luz ultravioleta: 120 minutos a 25% 10°C y 480 minutos a
90+ 10°C ambos tratamientos con y sin TiO,, en los dos casos la radiacién ultravioleta
provocé mayor disminucion del contenido de fumonisinas en el harina de maiz que se traté
sin diéxido de titanio, esto puede deberse a que la radiacion ultravioleta es absorbida por el
TiO2 lo que impide la interaccion de la radiacion con el harina de maiz ejerciendo asi un
efecto protector sobre las fumonisinas.

En el harina irradiada 120 minutos la disminucion que se logra con didxido de titanio
para ambas fumonisinas es minima, pero sin él se observa que la radiacién ultravioleta
afecta mas a la FB2, sin embargo, cuando la irradiacién se realiza sobre una harina de maiz
suspendida en agua (25.0 g en 50.0 mL de agua) ocurre lo contrario, la muestra de harina de
maiz suspendida en agua irradiada con luz ultravioleta durante 240 minutos en presencia de
diéxido de titanio, disminuyé su contenido de FB1 un 30.05% y la suspension irradiada sin
dioxido de titanio un 19.59%, esto implica una diferencia de 10.46% debida al didxido de
titanio, el porcentaje de disminucioén de FB2 para la suspension tratada con diéxido de titanio
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es de 42.38% y para |la muestra irradiada sin didxido de titanio es de 23.53%, la diferencia es
de 18.85% (Tabla 8) este mismo efecto es el que presentd la fumonisina B1 sélo que en
mayor grado, indicando que el didxido de titanio al promover la formacion de radicales
hidroxilo en medio acuoso logra mayor degradacién de las fumonisinas, la diferencia entre
FB1y FB2 es solo un hidroxilo en el carbono 10 por lo que la FB1 es mas polar que la FB2 y
por lo tanto seria mas soluble en agua que la FB2, esto quiere decir que la FB1 se encuentra

rodeada por mas moléculas de agua que la FB2, siendo la FB2 la mas expuesta a moléculas
diferentes al agua, el didxido de titanio favorece la formacion de radicales hidroxilo en medio
acuoso y la polaridad de esta especie es menor a la del agua por lo que estos radicales
atacan preferentemente a la FB2 por tener mas accesibilidad a ésta.

Tabla 8. Efecto que tiene la presencia de TiO: al irradiar con luz ultravioleta harina de

maiz
Disminucién FB1 (%) Disminucion FB2 (%)
Muestra Tratamiento sin TiO; con TiO; sin TiO3 con TiO;
120 min a
4 25+ 10°C 2.08 0.89 3.58 0.51
480 min a
10 90 10°C 45.56 31.61 56.92 45.90
240 min
12 suspendida en 19.59 30.05 23.53 42.38
agua a 25 10°C

Comparando el cromatograma de una muestra de harina no tratada con el de una
muestra tratada por 480 minutos con y sin TiO; se observa la disminucion en el area de los
picos de las fumonisinas (Figura 9) esto mismo sucedié en los cromatogramas de los
extractos de las harinas suspendidas en agua (Figura 10).
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Volts .|
a
7.54 F81 11.33 ppm (a)
5.0
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£82
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minutes
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Figura 9. Resuitados de la cromatografia de liquidos de extractos de harina de maiz. (a) Cromatograma de’
harina de malz controf, (b) Cromatograma de harina de maiz tratada con radiacion ultravioieta en presencia
de TiO; durante 480 minutos a 90+ 10°C, (c) Cromatograma de harina de maiz tratada con radiacion

ultravioleta sin TiO; durante 480 minutos a 90t 10°C.
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Figura 10. Resultados de la cromatografia de liquidos de extractos de harina de maiz
suspendida en agua. (a) Control, (b) Después de recibir un tratamiento de radiaciéon

ultravioleta sin TiO, durante 240 minutos a 26 % 10°C, (¢) Después de recibir un tratamiento
de radiacion ultravioleta con TiO; durante 240 minutos a 25 10°C.

4.3 Harina de maiz tratada con radiacién ultravioleta a diferentes tiempos y
temperaturas.

Se realizé la cuantificacion por HPLC de fas fumonisinas B1 y B2 presentes en harina
de maiz expuesta a radiacion ultravioleta por tiempos de 120, 240, 360 y 480 minutos a
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temperaturas de 25, 60 y 90+ 10°C, empleando la muestra de harina de maiz nimero 10 sin
adicionar didxido de titanio ya que los anteriores resultados indican que al irradiar harinas, el
dioxido de titanio obstaculiza el efecto de la radiacion. Los resultados indican que el
comportamiento que siguen las concentraciones de las fumonisinas B1 y B2 en la muestra de
harina de maiz con respecto al tiempo de exposicion a la radiacion ultravioleta para las tres
temperaturas es muy similar, a los primeros 120 minutos se ve una disminucién significativa
y a los tiempos de 240, 360 y 480 minutos se observan variaciones no significativas entre los
datos a las tres temperaturas (Figura 11 y Tabla 9), de acuerdo con el analisis estadistico
MLG no existe diferencia significativa en el contenido de fumonisinas a cualquiera de las
temperaturas probadas, sin embargo, los tiempos probados si generan cambios significativos
en el contenido de fumonisinas (Tablas de la 3 a la 6 del anexo 1), el MLG hace promedio de
todos los puntos a una misma temperatura y los compara con los promedios de las otras
temperaturas, por lo que no es capaz de identificar diferencias en cada uno de ios tiempos
probados, haciendo un MLG para cada tiempo se obtiene que los contenidos de fumonisinas
B1 y B2 son significativamente menores a la temperatura de 90°C en los tiempos de 120, 360
y 480 minutos, esto posiblemente se deba que la temperatura acelera las reacciones
involucradas en la degradacién de las fumonisinas.

Tabla 9. Cuantificacion de FB1 y FB2 por HPLC en un extracto metanol-agua de harina de

maiz (muestra 10) tratada con radiacion ultravioleta L .
Tiempo de 25°C [ 60°C 90°C
exposicién FB1 FB2 | FB1 FB2 | FB1 FB2 |
(minutos) (Ppm)* (PPm)* | (ppm)* (ppm)* | (ppm)* (PPm)* |
Control | 11.76£1.2| 4.08+0.4 |11.76%12| 408+04 | 11.76+12| 4.08+04 |
120 7.85+08 | 231202 | 7.130.7 | 211402 , 588206 | 1.75£0.2
240 87709 | 2.02£0.2 [ 6.84£0.7 | 1.86£0.2 | 7.80£0.8 | 2.25%0.2 |
360 | 8.93:09 | 2.19£0.2 | 8.39+08 | 246+0.2 | 6.79+0.7 | 1.9620.2 |
480 8.78+0.9 | 2.29£0.2 | 8.02+0.8 | 2.29+0.2 | 6.04£0.6 | 1.63£0.2
* Cada valor ¢s ¢l promedio de al tres determi
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Figura 11. Comportamiento de FB1 y FB2 en harina de maiz (muestra 10)
frente a la radiacion UV.

La disminucién de fumonisinas en cada tratamiento es mayor para la FB2 que para la
FB1, por ejemplo al exponer harina de maiz a la radiacion ultravioleta por 480 minutos a
25+ 10°C la FB2 disminuye su contenido inicial en un 44%, mientras que la FB1 solamente
disminuye 25.37% (Tabla 10).

Tabla 10. Disminucién de FB1 y FB2 en harina de maiz (muestra 10) tratada con
radiacion ultravioleta a diferentes temperaturas

Tiempo Disminucién FB1 (%) Disminucion FB2 (%)
(minutos) a25°C | a60°C | a90°C | a25°C | a60°C | ag0°C
Control — —— ——— — —— ———

120 3328 | 39.41 50.04 | 43.30 48.37 57.11
240 | 25.41 | 4186 | 3368 50.39 54.41 4477
360 2407 | 2867 | 4227 | 4645 39.71 52.04
480 2537 | 31.83 | 4862 | 44.00 43.93 60.05

Para corroborar que los anteriores resultados describen el comportamiento de las
fumonisinas en harina de maiz cuando es expuesta a radiacion ultravioleta se realizd el
mismo experimento con una harina de maiz de diferente composicion, esta harina
identificada como muestra 7 presenté un comportamiento similar al que se observé para las
fumonisinas de la harina muestra 10, en donde el contenido de fumonisinas disminuye-
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aumenta-disminuye pero en este caso el comportamiento se realiza en mas tiempo los

resultados del contenido de fumonisinas se resumen en {a Tabla 11 y Figura 12. En la

muestra 7 |la FB2 se ve mas afectada por la radiacion ultravioleta que la FB1 lo que coincide

con el resuitado de la muestra 10, como se puede observar en la Tabla 12.

Tabla 11. Cuantificacién de FB1 y FB2 por HPLC en un extracto metanol-agua de harina de
maiz (muestra 7) tratada con radiacién ultravioleta

1

Tiempo de 25°C 60°C | 90°C |
exposicion FB1 FB2 FB1 FB2 | FB! FB2 -
(minutos) (ppm)* (ppm)* (ppm)* (ppm)* | (epm)* | (ppm)*
Control 9.51+09 | 3.51+03 9.51+0.9 | 3.51£0.3 : 951309 | 3.51:03
120 9.21+09 | 240+0.2 86309 | 245:0.2 | 7.62:08 | 22702
240 6.61+0.7 | 1.72+02 6.39+0.6 | 1.84+0.2 | 468205 | 0.86+0.]
360 578106 | 1.35+0.1 ° 7.34+0.7 | 2.23+0.2 . 532+0.5 | 1.40%0.1
480 6.76+0.7 | 1.69+02 - 4.55:04 | 1.35%0.1
* Cada valor es ¢l promedio de al menos tres determinaciones
3
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Figura 12. Comportamiento de las fumonisinas B1 y B2 en harina de maiz
(muestra 7) frente a la radiacion ultravioleta.
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Tabla 12. Disminucién de FB1 y FB2 en harina de mafz (muestra 7) tratada con
radiacién ultravioleta a diferentes temperaturas

Tiempo Disminucion FB1 (%) Disminucién FB2 (%)
(minutos) a25°C |a60°c| ag0°C | a25°C a60°C | Ago°C
Control —o—— —— —— — ——- —
120 3175 | 9.255 | 19.89 31.8 30.3 35.2
240 3054 | 3279 | s08 50.9 478 75.6
360 39.27 | 22.89 | 44.07 61.5 36.5 60
480 28.72 52.21 51.9 61.5

Se realiz6 para este experimento un analisis estadistico, el cual concluye que no hay
diferencia significativa entre los tratamientos realizados a las diferentes temperaturas
empleadas y que si hay diferencia entre los tiempos de radiacion experimentados (Tablas de
la 7 a la 10 del anexo 1), sin embargo, el analisis ML.G para cada tiempo de tratamiento indica
que a la temperatura de 90°C el contenido de fumonisina B1 es significativamente menor al
de las otras dos temperaturas a los tiempos de 240 y 480 minutos, para la FB2 la
temperatura de 90°C tiene un contenido de fumonisina significativamente menor al de los
tratamientos de 25 y 60°C al tiempo 240 minutos.

Las razones por las que la concentracion de fumonisinas no tienen una disminucion
constante en el comportamiento estudiado posiblemente se deba a la complejidad de la
matriz alimenticia, en donde los factores que podrian intervenir son la degradaciéon de la
matriz, favoreciendo su extraccién y provocando los incrementos observados en el
comportamiento, mientras que las disminuciones del mismo pueden ser originadas por los
efectos indirectos de la radiacion mediante radicales generados a partir de grasas o efectos
directos de la radiacién sobre las fumonisinas.

Haciendo una comparacion de la composicién de la muestra 10 con la de la muestra 7
se observa que la muestra 10 tiene un contenido de grasa de 7.02% en base seca (B8S) y la
muestra 7 tiene 4.05% de grasa BS (ver Tabla 5), esta diferencia en la composicién de las
muestras muy posiblemente sea la razén por la cual el punto minimo de concentraciéon
alcanzada con el tratamiento es a 120 minutos en el caso de la muestra 10 y a 240 minutos

en la muestra 7, suponemos que la grasa es la razén de estas diferencias por su reactividad
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relacionada con la radiacién ultravioleta, por lo que posiblemente la grasa acorta el tiempo en
que aparece la primera disminucién. Si el contenido de grasa afecta de manera proporcional
al efecto de la radiacion se esperaria una disminucién mas lenta en una harina con menos
grasa para un mismo tiempo de tratamiento a una temperatura dada. Esto se pudo
comprobar al observar el comportamiento que mostré la harina muestra 4 (2.62% grasa BS
Tabla 5) al ser irradiada por 120 minutos a una temperatura de 25+ 10°C, el porcentaje de
disminucion que alcanzé en 120 minutos fue de 0.89% para FB1 y 0.51% para FB2, el
contenido de fumonisinas permanecié casi constante, mientras que las harinas con mayor
contenido de grasa mostraron una mayor degradacion de las fumonisinas, como se puede
ver en la Tabla 13.

Tabla 13. Disminucion en el contenido de fumonisinas B1 y B2 después de
120 minutos de tratamiento de irradiacion con luz ultravioleta a 25+ 10°C
en harinas de maiz con diferente contenido grasa

Muestra Grasa BS (%) Disminucion (%)
FB1 FB2
10 7.02 33.28 43.30
4.05 3.15 31.62
4 2.62 0.89 0.51

4.4 Comportamiento de estandar de FB1 irradiado con gamma

Al someter fumonisina B1 a radiacibn gamma se observé que a mayor dosis de
radiacién gamma se da una mayor disminucion en el contenido de FB1 hasta llegar a la dosis
de 10 KGy (3.15 ppm Tabla 14), a partir de la cual no se observd cambio notable en el
contenido de FB1 (Figura 13).

Posteriormente se irradiaron 0.347 mg de FB1 sélida a una dosis de 15 KGy (7.21
hrs). Después de irradiado el estandar soélido se resuspendié en 4 mL de metanol debiendo
de dar una concentracion de 86.75 ppm, la concentracion determinada después del
tratamiento fue 22.84 ppm lo cual representa apenas el 26.33% de la concentracion
esperada, esto implica que la radiacion a 15 KGy provoca una disminucién del 73.67%, lo
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que coincide con la disminucion obtenida en el experimento anterior. El irradiar una cantidad
visible de fumonisina B1 sirvié para observar los cambios fisicos provocados por la radiacion,
se observéd que antes de ser irradiada la fumonisina era de color blanco opaco y después del
tratamiento era translicida.

Tabla 14. Efecto de la radiacién gamma en estandares de FB1

Dosis (KGy) Concentracion (ppm)* | Disminucién (%)
0 7.73 0.00
2 4.29 44 46
4 517 33.16
6 4.47 42.13
8 4.71 39.11
10 3.15 . 5§9.21
12 5.59 27.73
14 3.17 59.03

' *Cada valor es el promedio de al menos tres repeticiones
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Figura 13. Comportamiento de Fumonisina 81 irradiada con radiacion gamma. Los datos de 2, 8 y 12
KGy no se tomaron en cuenta para la linea de tendencia.
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Las radiaciones ionizantes empleadas no producen los hidrolizados de las
fumonisinas (HFB1 y HFB2) ni los hidrolizados parciales (PHFB1 y PHFB2), ya que ninguno
de estos compuestos aparecen en los cromatogramas de los estandares irradiados con UV
(Figuras 5 y 6 del anexo |) y tampoco en los tratados con radiacion gamma (Figura 7 del
anexo ).

4.5 Espectros de masas de estindares de fumonisina Bt

La fumonisina B1 se analizd mediante espectrometria de masas por la técnica
bombardeo por atomos rapidos (FAB), en esta técnica las muestras se introducen al
espectrometro de masas en alcohol nitrobencilico y sus fragmentos aparecen en todos los
espectros, los principales fragmentos del alcohol nitrobencilico son: 154, 136 y 307 m/z
(Figura 15 a).

El espectro de masas de un estandar de FB1 (Figura 15 b y c) presenta los
fragmentos 1426, 722, 704, 678, 633, 586, 564, 546 y 44 m/z. El fragmento 1426 m/z
corresponde a un dimero de fumonisina B1, el peso molecular de la fumonisina B1 es de
721.84 g/mol y en el espectro se observa un i6n con 722 m/z, el fragmento 704 m/z
posiblemente corresponda al anhidrido de acido de uno de los acidos tricarboxilicos de la
fumonisina, los fragmentos 678, 633, 586, 546 posiblemente corresponden a la fumonisina
que ha sufrido cuatro descarboxilaciones sucesivas lo que generaria CO,, el fragmento 44
m/z confirma que |a ionizacién genera descarboxilaciones en la fumonisina, el fragmento 564 .
m/z corresponde a la FB1 parciaimente hidrolizada (PHFB1), el fragmento de 546 m/z -
también podria corresponder a la PHFB1 menos la masa del agua, esto sugiere la formacién
de un anhidrido de acido'en el acido tricarboxilico que conserva la PHFB1, todos estos
fragmentos se observan en la Figura 14.
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Figura 14, Estructuras probables de los fragmentos formados en la ionizacidn del anslisis de masas (FAB) de
fumonisina B1. (a) fumonisina 81, 722 m/z; (b) dimero de fumonisina B1, 1426 m/z; (c) anhidrido de acido de
uno de los acidos tricarboxilicos de la fumonisina, 704 m/z; (d, e, f, g) fumonisina que ha sufrido cuatro
descarboxilaciones sucesivas, 678, 633, 586, 546 m/z; (h) CO,, 44 m/z; (i) FB1 parciaimente hidrolizada
(PHFB1), 564 m/z; (j) anhidrido de acido en el acido tricarboxilico de la PHFB1, 546 mJ/z.
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(a)

Figura 15. Espectros de masas (a) Alcohol nitrobencilico; (b) Estandar de FB1; (c) Acercamiento a los
fragmentos de 390 a 710 m/z del estandar de FB1.

La fumonisina B1 fue irradiada con 15 KGy de radiacién gamma, después de este
tratamiento se realizé un andlisis de espectrometria de masas (Figura 16) en el que se
observan los fragmentos que se generan durante la ionizacion de las moléculas que se
formaron durante el tratamiento de irradiacidn gamma, este espectro de masas al tener
fragmentos diferentes a los que se observaron en la FB1 no irradiada indica que la radiacion
gamma modifica la estructura de la fumonisina, los fragmentos que aparecen después del
tratamiento con radiacion gamma son: 551, 561, §79, 591, 635, 640, 656, 684, 691 y 751
m/z. Ya que el espectro de masas es de una mezcla formada por la fumonisina que no sufrié¢
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cambio por la radiacion gamma y por los productos del tratamiento de irradiacion, es dificil
proponer la molécula que corresponde a cada una de estas sefiales.
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flgun 18. Espectro de masas de un estandar de FB1 irradiado con 15 KGy en diferentes regiones. (a)
intervalo de 39 a 900 m/z; (b) de 334 a 565 m/z; (c) de 535 a 710 m/z; (d) de 700 a 795 m/z.
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4.8 Degradaciéon de las fumonisinas B1 y B2 presentes en harina de maiz mediants

radiacién gamma en presencia y ausencia de diéxido de titanio

El experimento anterior indica que la radiacion gamma afecta a la fumonisina B1 y se
consideré que lo mismo sucede con la FB2 dada su similitud, por lo que se trataron dos
harinas de maiz con radiacion gamma, los resultados se resumen en las Tablas 15y 16, asl
mismo se observa su comportamiento en las Figuras 17 y 18 en las que se aprecia que para
FB1 y FB2 no hay diferencia significativa en los resultados al irradiar en presencia de didxido
de titanio (1.0 g por cada 100 g de harina) o en su ausencia (Tablas 11, 13, 15y 17 del
anexo 1), esto se puede deber a que el didxido de titanio no absorbe a la longitud de onda de
la radiacién gamma, los comportamientos de las fumonisinas en la muestra 10 presentan un
incremento a la dosis de 15 KGy a diferencia de la muestra 4 que presenta una disminucion
continua, esta diferencia en el comportamiento seguramente es debida a la composicion de
cada una de las harinas de maiz, sin embargo, el comportamiento de FB1 y de FB2 es el
mismo en ambas muestras, seguramente por que el efecto directo o indirecto de la radiacién
gamma que afecta a las fumonisinas lo hace mediante la reacciéon de un grupo funcional
comun de su estructura. Realizando las pruebas estadisticas MLG y la prueba de Duncan se
encontrd que las dosis de radiacidon probadas causan diferencia significativa en el contenido
de fumonisinas en ambas harinas (Tablas de la 11 a la 18 del anexo !).

‘g 12
2 10
w 8
€ 6
‘B FB2
5 41 . —
g€ 2 *
T o0
0 3 6 9 12 15 18
Dosis de radiacion gamma (KGy)
—— Sin didxido de titanio —s— Con didxido de titanio

Figura 17. Comportamiento de las fumonisinas Bt y B2 en harina dé maiz (muestra 10) al
exponerlas a la irradiacion gamma en presencia y ausencia de didxido de titanio. Los datos de 6
KGy para FB1y 12 KGy para FB1 y FB2 no se tomaron en cuenta para las lineas de tendencia.
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Tabla 15. Efecto de degradacion de la irradiacidon gamma en presencia y ausencia de didxido

de titanio sobre las fumonisinas presentes en harina de maiz (muestra 10)

* Cada valor es el promedio de al menos tres repeticiones.

i Sin TiO; Con TiO2 Sin TiO; Con TiO;
. 5 = S L 5 - s
[ =4 h N =
s=f § g & S - £ g _ £ g
20 & ES a ES = £F = RS
o X — £~ -— E ™ o E~ o~ E ™~
[ [2 1} 0 m K7 @ 0 0
w a [ o U (=] w o
Contol|11.33+1.1| - [11.3331.1] —— [3.90+04| -— [3.90£04] -——
3 |8.32+08| 2657 |8.19:08| 27.71 |3.03x0.3| 2239 [2.90:03| 2564 !
6 |6.32+06| 4422 [7.53+0.7| 3354 [2.30+0.2] 4103 [2.45:02] 37.24
9 |6.26+06| 4475 |6.41:06| 4342 [223:02| 4282 [2.14:02| 4526
12 [6.22+06| 4510 [823:0.8| 27.36 [227+02| 4179 [3.27:03| 16.15
15 [ 9.17+09| 19.06 [9.64+1.0| 1489 [3.20+0.3| 1538 |{3.49:03| 1043 |

Tabla 16. Degradacién de las fumonisinas presentes en harina de maiz (muestra 4) por la

radiacion gamma con y sin dioxido de titanio

i sin TIO; Con TiO2 Sin TiOz ConTiOz
s.| ¥ S T S € S T 8
aT|l & a e a8 & a & a8
Control|4.34£0.4| 434:03]| -— |160:02| -— [1.60t02] -—

3 |4.37:t04| 000 |3.29+0.3| 24.19 |{1.66t0.2| 000 |1.29:0.1] 19.38
6 |3.71t0.4| 1452 |3.42:t03| 2120 [1.47:0.1| 813 |1.31:01| 18.13
9 |3.58£0.4| 17.51 |3.39:+0.3| 21.89 [1.30:0.1| 18.75 |1.23+0.1| 23.13
12 [2.98+0:3| 31.34 |[2.77:0.3| 36.18 |1.13+0.1| 29.38 |1.05:0.1] 34.38
15 |2.78+0.3| 3594 |2.62+0.3]| 39.63 |096+0.1] 40.00 |0.97+0.1| 39.38

* Cada valor es el promedio de al menos tres replicas.
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Figura 18. Degradacion de las fumonisinas presentes en harina de maiz (muestra 4) al exponerias a la
irradiacion gamma en presencia y ausencia de didxido de titanio. Los datos de 3 KGy no se tomaron en
cuenta para la linea de tendencia.

Los resultados de la cuantificacion de fumonisinas por HPLC en la harina de maiz
(muestra 10) tratada con 9 KGy en presencia y en ausencia de TiO; muestran como
disminuye el area de los picos correspondientes a las fumonisinas B1 y B2 y que esta
disminucion es practicamente la misma en ambos tratamientos (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del dioxido de titanio en la degradacion de fumonisinas con radiacion gamma (9 KGy). sobre
una harina de malz (muestra 10). (a) Cromatograma de un extracto de harina de maiz sin tratamiento; (b)
Cromatograma de un extracto de harina de maiz después de recibir un tratamiento de radiacion gamma sin
TiO,: (c) Cromatograma de un extracto de harina de maiz después de recibir un tratamiento de radiacion

gamma con TiO;,.
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De los extractos que sirvieron para la cuantificacion de las fumonisinas B1 y B2, se
analizaron por espectrometria de masas los correspondientes a el harina no tratada y la que
recibié un tratamiento de 15 KGy, ambos de la muestra 10, en el espectro del harina que no
recibié tratamiento (Figura 20 a) se observan sefales a relaciones m/z superiores a 1000
m/z, esto puede deberse a que en el extracto estan presentes compuestos propios del maiz,
tales como, grasas, proteinas, carbohidratos, entre otros algunos de ellos con altos pesos
moleculares. De la misma manera se realizd la extraccion y purificacion de las fumonisinas
en harina de maiz irradiada a 15 KGy, y se analiz6 mediante espectrometria de masas
(Figura 20 b). Comparando el espectro de un extracto de harina de maiz no tratada con el
espectro del extracto del harina irradiada se observa que en este ultimo no se encuentran
sefales arriba de 1000 m/z posiblemente por que la radiacion rompié las moléculas de alto
peso molecular dando compuestos de menor peso, esto es una evidencia de que la radiacién
gamma a una dosis de 15 KGy afecta a los componentes del maiz. Pese a la gran variedad
de senales en el espectro de masas que dificultan la identificacion de las senales, se
alcanzan a observar los fragmentos 706 y 722 que podrian corresponder a las fumonisinas
FB2 y FB1 respectivamente, sin embargo, cabe la posibilidad de que sean productos de la
ionizacion de moléculas ajenas a las fumonisinas que hayan sido extraidas junto con ellas.

Figura 20. Espectro de masas de un extracto metanol-agua de harina de maiz (a) sin tratamiento de
irradiacién gamma; (b) tratada con radiacién gamma (15 KGy).
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4.7 Comparacion de los tratamientos realizados con radiacién ultravioleta y gamma

Comparando los efectos de degradacion de las fumonisinas B1 y B2 que logran las
radiaciones gamma con las de ultravioleta para las condiciones en las que se irradiaron las
muestras, se observa que tarda el mismo tiempo en lograrse un mismo efecto, como lo
muestra la Figura 21, el andlisis estadistico (GLM) indica que no hay diferencia significativa
entre los dos tipos de radiaciones emplieadas para disminuir los niveles de fumonisinas en
harina de maiz (Tablas 19 y 20 del anexo l), sin embargo, el mecanismo por el cual se
obtiene este efecto muy posiblemente no sea el mismo ya que ambas radiaciones difieren en
penetrabilidad y energia asociada, se observa en la Figura 21 que las fumonisinas frente a la
radiacion ultravioleta y frente a la radiacion gamma durante una cantidad de tiempo similar se
afectan en la misma proporcién, por ejemplo, para FB1 la disminucion que logran (12 KGy a
una tasa de dosis de 2.056 KGy/hr) 350 minutos dentro del irradiador gamma beam es de
27.36%. muy similar a la que logran 360 minutos frente a la lampara de luz ultravioleta de
100 watts que es de 24.06% (Tabla 17).

14 —— [ —
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a 10 ™
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® 6
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Tiempo de irradiacién (minutos)
e FB1 UV s FB1 Gamma a FB2 UV x FB2 Gamma

Figura 21. Comparacion de la degradacion lograda por la radiacion gamma con la que
logra la radiacién ultravioleta sobre las fumonisinas B1 y B2 en harina de maiz
(muestra 10).
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Tabla 17. Resultados de |la degradacion de las fumonisinas B1 y B2 por la radiacién gamma
y por |la radiacién ultravioleta en harina de maiz (muestra 10)

FB1 FB2
Gamma Ultravioleta Gamma Ultravioleta

[ =g = c | =4

—— =) — e} — — Q
28| ~ |S_|28| ~ |S.|2%| -~ |E8_|2%8| » |8
=3| § |28|=S5| E |28|=2| E |e=2|=2| § | e
.S a ET | W E S ET | D E S ET | @E g ET

~FE| ¥ | o8 —FE| ¥ | @ FE|] = & —FE| = | &

o a a a
Control| 11,33 | -+--— [Control| 11.76 | --—---- [Control} 3.90 | ——-— |Control| 4.08 | --——--
88 8.19 | 27.71 120 7.85 | 33.28 88 2.90 {25.64 120 2.31 | 43.30

175 7.53 | 33.54 175 245 [ 37.24

263 | 6.41 [ 4342 | 240 | B.77 | 2540 | 263 | 2.14 | 4526 | 240 2.02 | 50.39
350 | 8.23 |27.36| 360 | 893 (2406 350 | 3.27 | 16.15| 360 2.19 | 46.45
438 9.64 | 1489 | 480 8.78 | 25.36 | 438 3.49 | 1043 | 480 2,29 14400

*® Cada valor es el promedio de al menos tres determinaciones.

A pesar de las similitudes observadas en la disminucién en el contenido de

fumonisinas por ambas radiaciones, hay diferencias entre estas dos formas de disminuir el

contenido de fumonisinas, ya que en el tratamiento con luz ultravioleta sélo se puede tratar

una muestra de 25 g a la vez, mientras que en el caso de la irradiacién gamma es posible

irradiar grandes cantidades de muestra (toneladas) pero es mas costoso al inicio y requiere

de un técnico especializado, ademas de que la radiaci5n gamma por ser de mayor

penetrabilidad puede causar mas cambios a la composicién del alimento que la radiacion

uitravioleta.
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La radiacién ultravioleta (. < 380 nm) provoca una disminucién de 38.39% y 73.38% de |la
concentracion de estandares de FB1 y FB2 respectivamente después de 30 minutos de
irradiacion.

El tiempo de exposicion de harina de maiz a fa radiacion ultravioleta (A < 380 nm) es un
factor que tiene efecto significativo en la reduccién de fumonisinas.

Cuando la irradiacion ultravioleta (A < 380 nm) se realiza sobre harina de malz, no hay
diferencia significativa en la reduccién de las fumonisinas al realizar el tratamiento a las
temperaturas de 25y 60 + 10°C.

En la irradiacion de harina de maiz con ultravioleta (A < 380 nm), a los tiempos 120, 360 y
480 minutos el tratamiento a 90+ 10°C provoca mayor reduccidon en el contenido de
fumonisinas que los tratamientos a 25y 60+ 10°C.

La magnitud del efecto de la luz ultravioleta aparentemente depende del contenido de
grasa en la composicion de la muestra, ya que se observa mayor efecto de reduccién de
fumonisinas en aquellas harinas que tienen mayor contenido de grasa.

La irradiacion con luz ultravioleta (A < 380 nm) en harina de maiz suspendida en agua
produce mayor reduccion en el contenido de fumonisinas cuando se agrega didxido de
titanio, el efecto contrario ocurre cuando en el tratamiento no hay medio acuoso.

En todos los tratamientos con luz ultravioleta (A<380 nm) se observé un mayor efecto de
disminucion sobre la fumonisina B2.
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La radiacién gamma provoca una disminucion de 59.03% de la concentracién en un
estandar de FB1 cuando recibe una dosis de 14 KGy (408 minutos a una tasa de dosis de
2.056 KGy/hrs).

En el tratamiento de harina de maliz con radiacion gamma no existe diferencia alguna
cuando se irradia con o sin diéxido de titanio.

En cristales puros de FB1, 15 KGy de radiacion gamma provocan una pérdida del
73.67%.

Para las condiciones en las que irradiamos harinas de maiz, tarda el mismo tiempo en
lograrse un mismo efecto de disminucién del contenido de fumonisinas ya sea irradiando

con radiaciobn gamma o con radiacién ultravioleta.

Es necesario realizar un estudio bioloégico para determinar la toxicidad del producto o
productos que se generan durante la irradiacidn con ultravioleta o gamma empleada para
la degradacion de fumonisinas presentes en maiz

Para determinar cual es mecanismo por el cual las radiaciones estudiadas afectan a las
fumonisinas es necesario realizar estudios de RMN que permitan conocer la estructura
del producto del tratamiento de irradiacién asi como cromatografia de gases o de liquidos
acoplada a masas.
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Tabla 1. Curva patrén de FB1

Concentracién (ppm) Area (u)
0.25 473387.67
0.5 551093.33
1 124363.5
2 2825003.5
4 5413613
10 12216518
15 17913044
2.E+07
2.E+07
2.E+07
- 1.E+07
S 1.E+07
‘= 1.E+07
E 8E+06 y = 1189516.44x + 239952.80
S Eoe R=0.9993
2.E+06 R*=0.9986
0.E+00
0 5 10 15 20

Concentracion de FB1 (ppm)

Figura 1. Curva patrén de FB1.

Tabla 2. Curva patréon de FB2

Concentracién (ppm) Area (u%)
0.25 331457.5
05 = 614473.5
1 1227330
2 1989865.7
4 3783907
10 8441564.5
40 34584408
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4.E+07
4.E+07
3.E+07
S 3.E+07
Tg 2.E+07 -
< 2E+07 y = 857915.42x + 204055.84
1.E+07 =0.9999
5.E+06 R?=0.9998
0.E+00
(] 10 20 30 40 50
Concentracién de FB2 (ppm)

Figura 2. Curva patron de FB2.

Figura 3. Esquema de la fuente Gammbeam 651-PT tipo alberca.
(La fuente se encuentra en el Instituto de Ciencias Nucleares,
UNAM).

Partes del Gammabeam 651-PT:

1 Barras de isétopo 60Co. 6 Laberinto.

2 Alberca. 7 Cuarto de motores.

3 Consola de control. 8 Extractor.

4 Laberinto. 9 Cuarto de compresores.

5§ Camara de radiacion.
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Figura 4. Vista superior del irradiador, con algunas dimensiones.
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FB1 5.03 ppm 0 min.
FB1 3.13 ppm 30 min.
FB1 1.10 ppm 60 min
FB1 0.13 ppm 120 min
FB1 0.04 ppm 240 min
FB1 0.16 ppm 360 min
FB1 0.33 ppm 480 min
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Figura 5. Efecto de la luz uitravioleta A< 380 nm en estandares de FB1.
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: FB2 2.93 ppm 0 min.
20000 - i 5

FB2 0.78 ppm 30 min.

S, : FB2 0.35 ppm 60 min

Volts

: FB2 0.12 ppm 90 min

o FB2 0.00 ppm 240 min

FB2 0.00 ppm 360 min

FB2 0.08 ppm 480 min

—

 do 2 b o b ds 46 wo o t wo ws Ws we
minutes

Figura 6. Efecto de la luz ultravioleta A< 380 nm en estandares de FB2.
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Volts

30000 —1
7

FB1 7.73 ppm 0 KGy
FB1 5.17 ppm 4 KGy
FB! 4.47 ppm 6 KGy
FB1 3.15 ppm 10 KGy
FBI1 3.17 ppm 14 KGy

20000 —

1.0000 —

60000 — )

minutes

Figura 7. Efecto de a radiacion gamma en estandares de FB1.
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El analisis estadistico modelo lineal general (MLG) y la prueba de Duncan se
realizaron empleando el programa SSPS para Windows, version estandar 10.01 (27 Oct
1999), para ambas pruebas se utilizé un nivel de significancia a=0.05

Tabla 3. Resultados estadisticos del modelo lineal general para FB1 en harina de maiz
(muestra 10) irradiada con ultravioleta a diferentes temperaturas y tiempos

Grados F tablas
Fuente de variacion de Csul::;raacd!gs C:::é?;os F calculada con Conclusion
libertad a=0.05
Tiempo de Tratamiento 4 245.300 61.325 26.625 2.61 Si hay
) ’ ’ : diferencia
’ No hay
Temperatura 2 11.957 5.979 2.596 3.23 diferencia
Interaccion No hay
Tiempo *Temperatura 8 16.6888 2m 0.917 2.18 interaccién
Error 45 103.649 2.303
Total 60 5146.635 )
Total corregido 59 408.619

Tabla 4. Prueba de Duncan para la FB1 en harina de
maiz (muestra 10) a diferentes tiempos en el tratamiento
con radiacién ultravioleta

Grupos de promedios
(FB1 ppm)
Tiempo (min) 1 2
120.0 6.7545
240.0 7.5625
480.0 7.7555
360.0 - 7.9250
‘00 11.7614
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Tabla 5. Resultados estadisticos del modelo lineal general para FB2 en harina de maiz

{muestra 10) irradiada con ultravioleta a diferentes tiempos y temperaturas
Grados F tablas
Fuente de variacion de Csu:r;:g:s C:::;i‘:so' F calculada con Conclusion
libertad a=0.05
Tiempo de Tratamiento | 4 49.557 12.389 27.961 2.61 Si hay
P ' : ' ' diferencia
No hay
Temperatura 2 0.671 0.336 0.757 3.23 diferencia
Interaccion No hay
Tiempo *“Temperatura 8 1.591 0.199 0.449 2.18 interaccion
Error 45 19.929 0.443
Total 60 505.811
Total corregido 59 72.021

Tabla 6. Prueba de Duncan para la FB2 en harina de maiz

muestra 10) en el tratamiento con radiacién ultravioleta

Grupos de promedios

(FB1 ppm)
Tiempo (min) 1 2
120.0 2.026
240.0 2.042
480.0 2.107
' 360.0 2.199
0.0 4.080

Tabla 7. Resultados estadisticos del modelo lineal general para FB1 en harina de maiz

{muestra 7) irradiada con ultravioleta a diferentes tiempos y temperaturas
Grados F tablas
Fuente de variacion de ci:’:;g:s Ct,‘:::;ia::' F calculada con Conclusién
libertad a=0.05 i
Tiempo de . Si hay
Tratamiento 4 135.008 33.752 10.779 2.61 diferencia
No hay
Temperatura 2 17.665 8.833 2.821 3.23 diferencia
Interaccion No hay
Tiempo *Temperatura 7 11.938 1.705 0.545 2.25 interaccion
Error 42 131.512 3.131
Total 56 3444.650
Totail corregido 55 333.678
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Tabla 8. Prueba de Duncan para la FB1 en harina de
maiz (muestra 7) a diferentes

tratamiento con radiacion ultravioleta

tiempos

en el

Grupos de promedios
(FB1 ppm)
Tiempo (min) 1 2
480.0 52110
240.0 5.8933
360.0 5.9950
120.0 8.4609
0.0 9.5117

Tabla 9. Resultados estadisticos del modelo lineal general para FB2 en harina de maiz
{(muestra 7) irradiada con ultravioleta a diferentes tiempos y temperaturas

Grados F tablas
Fuente de variacidon de Csuuar:;raag:s Ctsg;?odsos F calculada con Conclusién
libertad a=0.05
No hay
Temperatura 2 0.411 0.206 3.19 3.35 diferencia
Tiempo de Tratamiento| 4 19.670 4.918 76.342 2.73 Si hay
’ ’ ’ ’ diferencia
Interaccion No hay
Tiempo *Temperatura 6 0.938 0.156 2.428 2.46 interaccién
Error 27 1.738 6.442E-02
Total 40 230.871
Total corregido 39 21.931

Tabla 10. Pru

eba de Duncan para la FB2 en harina de

maiz (muestra 7) a diferentes tiempos en el tratamiento
con radiaciéon ultravioleta

Grupos de promedios
(FB1 ppm)
Tiempo (min) 1 2 3 4

480.0 1.6000

240.0 1.6811

360.0 1.9957

120.0 2.3891

0.0 3.5050
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Tabla 11. Resultados estadisticos del modelo lineal general para FB1 en harina de maiz

(muestra 10) que recibid radiacion gamma a diferentes dosis
Grados F tablas
Fuente de variacidn de ci‘:g;g:, CI:::‘;?:‘OS F calculada con Conclusidon
libertad a=0.05
Presencia o ausencia No hay
de TiO, 1 0.367 0.367 0.168 417 diferencia
Dosis de Tratamiento | 3 143.708 47.902 21.979 2.92 Si hay
: : ' ’ diferencia
Interaccion No hay
TiO,* Dosis 3 0.250 8.320E-02 0.038 2.92 interaceion
Error 32 69.742 2.179
Total 40 3682.582
Total corregido 39 214.606

Tabla 12. Prueba de Duncan para la FB1 en harina de maiz (muestra
10) a diferentes dosis en el tratamiento con radiacién gamma

Grupos de promedios
(FB1 ppm)
DOSIS (KGy) 1 2 3
9 6.3375
3 8.4000
15 9.4083
0 11.3312

Tabla 13. Resultados estadisticos del modelo lineal general para FB2 en harina de maliz

(muestra 10) que recibié radiacion gamma a diferentes dosis

Grados
o Suma de Cuadrados F tablas .
Fuente de variacién ) de Cuadrados Medios F calculada con Conclusion
libertad =
a=0.05
Presencia o ausencia y X No hay
de TiO, 1 1.767E-03 1.767E-03 0.004 4.08 difarencia
. . Si hay
Dosis de Tratamiento 4 20.706 5.177 12.946 2.61 diferencia
Interaccién = No hay
TiO,* Dosis 4 0.182 4.558E-02 0.114 2.61 interaccién
Error 35 13.995
Total 45 459.204
Total corregido 44 34.838
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Tabla 14. Prueba de Duncan para la FB2 en harina de maliz (muestra
10) a diferentes dosis en el tratamiento con radiacibn gamma

Grupos de promedios
(FB2 ppm)
DOSIS (KGy) 1 2 3 4
9 2.1825
6 2.3738 2.3738
3 2.9667 2.9667
15 3.3967 3.3967
o] 3.9043

Tabla 15. Resultados estadisticos del modelo lineal general para FB1 en harina de maiz

{muestra 4) que recibié radiacion gamma a diferentes dosis
Grados F tablas
Fuente de variacién de csu:rgflag:s C";::é?:sos F calculada con Conclusién
libertad a=0.05
Presencia o ausencia No hay
de TiO; 1 0.112 0112 2.840 4.96 diferencia
. . Sl hay
Dosis de Tratamiento 4 7.877 1.969 49.736 3.48 diferencia
Interaccion No hay
TiO,* Dosis 4 5.823E-02 1.456E-02 0.368 3.48 interaceion
Error 10 0.396 3.960E-02
Totai 20 272.587
Total corregido 19 9.195

Tabla 16. Prueba de Duncan para ta FB1 en harina de maiz (muestra 4)
a diferentes dosis en el tratamiento con radiacién gamma

Grupos de promedios
(FB1 ppm)
Dosis (KGy) 1 2 3

15 2.6700

12 2.8367

9 3.5133
6 3.6133
0 4.3350
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Tabla 17. Resultados estadisticos dei modelo lineal general para FB2 en harina de malz
(muestra 4) que recibié radiacidén gamma a diferentes dosis

Grados F tablas
Fuente de variacidon de Csu:r:;g:s c:::é?::s F calculada con Conclusiéon
libertad a=0.05
Presencia o ausencia No hay
de TiO; 1 1.492E-02 1.492E-02 0.879 4.75 diferencia
Dosis de Tratamiento | 4 1.391 0.348 20.489 3.26 Si hay
: : . ' diferencia
Interaccién No hay
TiO,* Dosis 4 1.746E-02 4.365E-03 0.257 3.26 interaccion
Error 12 0.204 1.698E-02
Total 22 39.623
Total corregido 21 1.659

Tabla 18. Prueba de Duncan para la FB2 en harina de maiz (muestra 4) a
diferentes dosis en el tratamiento con radiacién gamma

Grupos de promedios
(FB2 ppm)
Dosis (KGy) 1 2 3 4
15 0.9640
12 1.1033 1.1033
9 1.2500 1.2500
6 1.4133 1.4133
0 1.5975
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Tabla 19. Resultados estadisticos del modelo lineal general para comparar la disminucion

que logran la radiacion gamma con la que logra la radiacién ultravioleta sobre la fumonisina

B1 en harina de maiz (muestra 10)
Grados F tablas
Fuente de variacién de Csu‘::;g:s Cﬁ:‘;iaod:’s F caiculada con Conclusién
libertad a=0.05
. . No hay
Tipo de radiacion 1 1.383 1.383 0.463 417 diferencia
. . (. Si hay
Tiempo de irradiacion 4 104.415 26.104 B8.734 2.69 diferencia
Interaccion
Tipo de radiacién * a 11.439 2.860 0.957 269 |  Monay
Tiempo de irradiacion
Error 32- 95.644 2.989
Total 42 3978.859
Total corregido 41 219.266

Tabla 20. Resultados estadisti
que logran fa radiacion gamma

cos de! modelo lineal general para comparar la disminucion
con la que logra la radiacion ultravioleta sobre la fumonisina

B2 en harina de maiz (muestra 10) . o
Grados F tablas
Fuente de variacion de CSuL::raagg s Cﬁ:éiaodsos F calculada con Conclusiéon
libertad a=0.05
) o Si hay
Tiempo de irradiacion 3 21.841 7.280 14.048 295 diferencia
== —— e e e e o]
i iaci i No hay
Tipo de radiacion 1 1.324 1.324 2555 420 diferencia
Interaccién i No h
Tipo de radiacion * 3 1.979 0.660 1,273 205 | SO naY
Tiempo de irradiacién interaccion
Error 28 14.511 0.518
Total --36 360.483
Total corregido 35 39.297
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ANEXO I

Metodologias realizadas para la caracterizacion quimica (Analisis proximal) de
acuerdo al manual de metodologias generales del laboratorio de analisis de alimentos.
(lturbe ot al.)

CENIZAS : Se pesa la muestra de mailz (3.0 g) en un crisol a peso constante, para calcinar
la muestra primero carbonizarla con mechero, introducirla a la mufla a 500°C por 240.0
minutos y se enfria en desecador para pesarse.

HUMEDAD: En un pesafiltro con tapa a peso constante se pesa la muestra de harina de
maiz (3.0 g) y se mantiene en la estufa por 60.0 minutos a 130°C, se deja enfriar en un
desecador hasta temperatura ambiente y enseguida se pesa la muestra.

EXTRACTO ETEREOQ (Grasa Cruda): Se coloca un vaso para equipo Goldfish con perlas de
ebullicion a la estufa a 100°C hasta peso constante. En un papel la harina de maiz se pesa
(4.0 g), para colocarse en un cartucho de celulosa, y se tapa con algodén. El cartucho se
sitia en un recipiehte de fondo perforado y es colocado en el contenedor del equipo.

Al vaso Goldfish se adiciona éter de petrdleo (40.0 mL) y se coloca en el equipo
mediante un anillo metalico con empaque. El vaso Goldfish se calienta hasta aicanzar la
extraccion completa de la grasa, se quita el vaso del equipo y el extracto es secado a 100°C
por 30.0 minutos, se enfria y pesa.

PROTEINA CRUDA (Método de Micro Kjeldahl): Se pesa la muestra de harina de maiz (0.1
g) en un papel, se agregan 0.5 g de sulfato de sodio, 0.04 g de sulfato de cobre
pentahidratado, 0.01 g de 6xido de mercurio y se introducen en un matraz micro Kjeldahl, al
cual se agregan 3 mL de acido sulfurico concentrado y se aftaden piedras de ebullicion.
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El matraz se coloca en el digestor del equipo micro Kjeldahti y se calienta hasta la
completa digestion de la materia orgénica.

Se deja enfriar a temperatura ambiente, se redisuelve con la minima cantidad de agua
destilada, el contenido del matraz se pasa cuantitativamente a la copa de adicion del
dispositivo de microdestilaciéon, a la salida del dispositivo de microdestilacion se coloca un
vaso de precipitado con 50.0 mL de solucién de acido bérico®; se pasa el contenido de la
copa de adicidén al bulbo de reaccién interior, se depositan aproximadamente 20.0 mL de
NaOH (15.0 M) en la copa de adicidn y se adiciona al bulbo de reaccion. Se destila hasta
obtener un volumen de 100.0 mL, se retira el vaso del dispositivo y se coloca el destilado en
un matraz Erlen Meyer de 250.0 mL y titulamos con la solucién valorada de HCI 0.01 N,
hasta el vire de la solucién de acido bérico verde a rojo. Ademas se efectia una prueba en
blanco empleando la misma cantidad de papel.

* acido bdrico 0.5% m/V con indicadores (se pesan 5.0 g de acido bdrico y se colocan
en un matraz aforado de 1.0 L, se adiciona agua destilada hasta solubilizar el acido; a
continuacion se adicionan 35.0 mL de indicador A** y 10 mL de indicador B***, se mezclan y
se adiciona suficiente agua hasta dejar un espacio de 2 cm en el cuelio del matraz aforado,
para ajustar el color de esta solucién con acido o base a un tono café rojizo, por ultimo aforar
con agua destilada).

** solucion indicadora A (se pesan 100.0 mg de fenolftaleina se disuelven y aforan a
100.0 mL con alcohol etilico).

*** solucién indicadora B (se pesan 33.0 mg de verde de bromocresol y 66.0 mg de
rojo de metilo los cuales se disuelven y se aforan con 100.0 mL de alcohol etilico).

FIBRA CRUDA: Se coloca la muestra desengrasada (2.0 g) en un vaso especial de digestién
de 600.0 mL, se adiciona fibra de vidrio preparada* (1.5-2.0 g), 200.0 mL de una solucion de
acido sulfurico (0.13 M) caliente y piedras de ebullicion, se fealiza el mismo procedimiento
solamente con la fibra de vidrio, a manera de blanco. ("La fibra de vidrio se prepara

SATA TESIS NO SALY ™
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digiriéndola 30.0 min. en ebullicidén con acido sulfurico (0.13 M) y 30.0 min. en ebullicién con
NaOH (0.31 M) en el vaso de digestion).

Se coloca el vaso en el aparato de digestion con refrigerante, se deja hervir
exactamente 30.0 minutos. Se remueve el vaso del equipo y se filtra en un embudo cénico
sobre tela especial, enjuagando el vaso con agua caliente (75.0 mL), se lava con agua
caliente (150.0 mL), usando succién ligera.

Se recupera el material del embudo y se coloca de nuevo en el vaso de digestién para
repetir el tratamiento de hidrolisis con NaOH (0.31 M), se retira el vaso del digestor, y en el
crisol Goosh con fibra de vidrio a peso constante se filtra con succién, se lava con 25.0 mL
de solucién de acido sulfarico 0.13 M caliente y con tres porciones de 50.0 mL de agua, se
deshidrata parcialmente con 25.0 mL de alcohol al 95.0%. El residuo obtenido es secado en
estufa a 130°C durante 120.0 minutos y pesado en frio. Se coloca en una mufla a 600°C
durante 30.0 minutos y se pesa de nuevo en frio.

CARBOHIDRATOS TOTALES: Los Carbohidratos Totales se determinan por diferencia
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