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RESUMEN

La presencia de aflatoxinas en el maiz destinado para el consumo humano es un serio
problema de salud publica en México, ya que estos compuestos toxicos pueden persistir
durante el tratamiento térmico-alcalino empleado para la elaboracion de la tortilla. Por lo
tanto, es necesario contar con nuevos procedimientos de destoxificacion que eliminen o
por lo menos minimicen el riesgo de las aflatoxinas, mediante una disminucion de la
concentracion en productos a base de maiz. Recientemente, se ha desarrollado en la
FESC un proceso rapido de nixtamalizacion utilizando coccién con microondas, el cual
posee grandes ventajas sobre el método tradicional. Aunque ya se han logrado avances
en lo que respecta a calidad nutrimental, textural y sensorial de las tortillas elaboradas
con este método, no se habian realizado estudios respecto a la degradacion de las
aflatoxinas al procesar maices contaminados. Consecuentemente, para evaluar la
efectividad de destoxificacion del maiz durante el proceso de nixtamalizacion con
microondas (PNM), se contamind maiz con aflatoxina B1 (AFB1) y aflatoxina B2 (AFB2)
a niveles de 22.46, 69.62 y 141.48 ng/g y se procesaron en tortillas. El contenido de
aflatoxinas fue determinado de acuerdo al método oficial 991.31 de la AOAC. El PNM
caus6 el 68, 80 y 84% de disminucion en el contenido de las aflatoxinas,
respectivamente. La acidificacion de los extractos (tal y como ocurre durante la
digestién) previo a la cuantificacion, causé escasa reformacién de la estructura de la
aflatoxina en las tortillas (hasta 3%). De acuerdo a estos resultados, el PNM puede ser
empleado para la descontaminacion, ya que un bajo porcentaje de la concentracién
inicial de aflatoxinas son revertidas a su forma fluorescente original después de la

acidificacion.

Palabras clave: aflatoxinas, Aspergillus flavus, maiz, microondas, nixtamalizacion.



INTRODUCCION

Para los seres vivos, la alimentacion cumple con 2 funciones; la primera es la necesidad
vital, para mantener el correcto funcionamiento del cuerpo (a base de nutrientes
organicos e inorgénicos), y la segunda, es por la expresion cultural y social la cual se ve
influenciada por factores emocionales, habitos, tradiciones e inclusive los ingresos

econdémicos.

Tomando en cuenta ambos aspectos alimenticios, en México, la tortilla juega un papel
importante. Desde la época de los Aztecas, hasta nuestras fechas, la dieta de los
mexicanos, se ha basado principalmente en el consumo de la tortilla de maiz. Sin
embargo, en México, no se cuenta con un adecuado sistema de cosecha, transporte,
secado y almacenamiento de los granos; por lo tanto uno de los factores que afecta la
calidad, es la contaminacion con micotoxinas, causada por la invasion de ciertas

especies de hongos, entre ellos Aspergillus y Penicillium.

El hongo Aspergillus flavus puede producir metabolitos secundarios llamados

aflatoxinas, las cuales pueden permanecer en el maiz aun después del procesamiento.

El proceso tradicional de nixtamalizacién consiste en el cocimiento del grano de maiz en
abundante agua y cal, a temperaturas cercanas a la de ebullicion, con un tiempo de
reposo prolongado. Después del reposo, la solucion de cocimiento “nejayote” se
desecha vy, al grano se le aplica un par de lavados, para luego someterlo a molienda,

obteniéndose de esta manera la masa para la elaboracién de las tortillas.

Este proceso, aunque es muy antiguo, no ha sido mejorado tecnolégicamente, ya que
hasta la fecha es utilizado con pocos cambios en las etapas fundamentales de
preparacion. Esta falta de modernizacion ha originado que lo que antes, a pequefia
escala, no representaba problema alguno, hoy en dia sea pronunciado. Ejemplo de esto,
es la produccion de grandes cantidades de nejayote, efluente altamente contaminante
por su alto contenido de materia organica y elevada alcalinidad, que lo hace muy

demandante de grandes cantidades de oxigeno para su degradacion.



Tratando de resolver este problema, se han reportado otras formas de nixtamalizar el
maiz y producir masas y tortillas con caracteristicas similares a las obtenidas con el
proceso tradicional de nixtamalizacién. Entre ellos se encuentra el proceso de

nixtalizacion con microondas (PNM).

En este proceso, se utiliza solamente el agua necesaria para que se lleven a cabo las
reacciones quimicas propias de la nixtamalizacion, sin producir nejayote; al usar el grano
completo, aumenta del rendimiento masa/tortilla, ademés de proporcionar un mayor
aporte nutricional, asi como una reduccién en los tiempos de coccién al utilizar como
fuente de coccion a las microondas. Al modificar las etapas y condiciones del proceso de
nixtamalizacion, se hace necesario evaluar el efecto que dichos cambios producen sobre
las aflatoxinas, sustancias que frecuentemente se les encuentra contaminando el grano

de maiz.

Dado que el proceso PNM difiere del tradicional, en cuanto a la no produccion de
nejayote, a la diferente concentracion de cal, y al método de coccién, no se tiene
informacion respecto al destino de las aflatoxinas en este proceso de nixtamalizacion.
Por lo que, en este proyecto, se pretende evaluar la degradacion de las aflatoxinas, en
maices contaminados y procesados por PNM, y ademas determinar algunas
propiedades de calidad de las tortillas elaboradas con este proceso.



CAPITULO |

ANTECEDENTES

1. Generalidades del maiz
1.1. Origen del maiz

La palabra “Maiz” es de origen indio-caribefio, su significado es “lo que sustenta la vida”.
Botanicamente, el maiz (Zea mays L.), pertenece a la familia de las Poaceas

(gramineas) y es una planta anual alta (FAO, 1993).

El cultivo del maiz tuvo su origen en América Central, especialmente en México, de
donde se difundi6 hacia el norte hasta Canada y hacia el sur hasta Argentina. La
evidencia mas antigua de la existencia del maiz, es de 7 000 afios de antigiiedad, ha
sido encontrada por arquedlogos en el valle de Tehuacan (México). Este cereal era un
articulo esencial en las civilizaciones Maya y Azteca, y tuvo un importante papel en sus
creencias religiosas, festividades y sobre todo nutricion. A finales del siglo XV, tras el
descubrimiento del continente americano por Cristébal Colén, el grano fue introducido en
Europa via Espafia. Difundiéndose por los lugares de clima mas célido del Mediterraneo

y posteriormente a Europa septentrional (FAO, 1993).

1.2. Estructura del grano de maiz

Los granos de maiz se desarrollan mediante la acumulacion de los productos de la
fotosintesis, la absorcion a través de las raices, y el metabolismo de la planta de maiz
en la inflorescencia femenina denominada espiga. Esta estructura, puede contener de
300 a 1,000 granos, segun el numero de hileras y el diametro y longitud de la mazorca.
El peso de 100 granos puede variar de 19 a 30 g. El grano de maiz se denomina en
botanica cariopside o cariopsis; y contiene el revestimiento de la semilla, o cubierta
seminal, y algunas otras estructuras, tal como se observa en la Figura 3.1 (se aprecia un

corte longitudinal aumentado 30 veces, aproximadamente).
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Figura 3.1. Estructura anatdmica del grano de maiz

La distribucion ponderal de las distintas partes del grano se indica en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Distribucion ponderal de las principales partes del grano

Estructura Distribucién ponderal (%)
Pericarpio 5-6

Aleurona 2-3
Endospermo 80 -85

Germen 10-12

Fuente: FAO, 2001



1.3. Composicion quimica del grano de maiz

Los principales componentes quimicos del maiz son: carbohidratos (almidén), proteinas,
lipidos, fibra cruda, azlUcares, minerales y vitaminas. En la Tabla 3.2 se presenta la
composicién quimica y estructural del grano de maiz (las fracciones fueron separadas

manualmente).

Tabla 3.2. Composicion quimica promedio del grano de maiz integral

Grano Almidon Proteina Lipidos AzuUcares Cenizas

Grano integral - 71.5 10.3 4.8 2 1.4
Endospermo 82.3 86.4 9.4 0.8 0.6 0.3
Germen 115 8.2 18.8 34.5 10.8 10.1
Pericarpio 5.3 7.3 3.7 1 0.3 0.8
Pedicelo 0.8 5.3 9.1 3.8 1.6 1.6

Fuente: Inglett, 1970
Expresada en % en base seca.

1.4. Produccion de maiz por variedad

El cultivo de maiz en México se caracteriza por la produccién de una amplia gama de
variedades, siendo la mas importante el maiz blanco o cristalino, como se muestra en la

Tabla 3.3. Esto hace posible que se generen una gran variedad de productos finales.

Tabla 3.3. Variedades y usos del maiz

Tipo de maiz Usos

Cereo 0 ceroso Se utiliza en la elaboracion de adhesivos y gomas
Cristalino Como alimento

Dulce Como alimento para enlatados

Dentado Como alimento en la industria

Palomero Como botana

Semidentado Como alimento y para el mejoramiento genético
Tunicado Para el mejoramiento genético del maiz en general

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



1.4.1. Produccién de maiz en México

El maiz es por mucho el cultivo agricola mas importante de México, en comparacion con
los demés cereales que se cultivan como lo es el trigo, sorgo, cebada, arroz y avena.

Ademas de ser la Unica semilla que se cultiva dos veces por afo.

Para el afio 2010, la produccién nacional de maiz fue de 25 millones de toneladas; sin
embargo, esta cantidad no fue suficiente, por lo cual se tuvo que importar maiz
(SAGARPA, 2011).

1.4.2. Consumo de maiz

El grano de maiz es utilizado en diferentes formas para obtener una gran variedad de
productos para la alimentacion humana como lo son las tortillas, el aceite, los atoles, los
cereales, la panificacion, las botanas, los alimentos infantiles, los alimentos fortificados,
las bebidas fermentadas, entre otros. También se utiliza para la alimentacion animal y la
elaboracién de productos industriales como el papel, los adhesivos, los farmacos,
materiales de construccién, produccion de alcohol, explosivos, entre otros (Rooney y
Serna-Saldivar, 1987). Se estiman mas de 800 productos, que utiliza la humanidad, en

los cuales interviene el maiz (Reyes, 1990).

2. Latortilla de maiz

Se estima que la tortilla es consumida por el 94% de la poblacién mexicana (Rosado et
al., 2005). Generalmente en México, las tortillas se consumen acompafiadas de otros
alimentos, tales como el frijol, que es consumido en cantidades de hasta 11 kg por

persona por afio (Reynoso-Camacho et al., 2007)

La tortilla es un elemento basico en la dieta mexicana, pues el consumo per capita es
de 120 kg por afio (Plasencia, 2004), las cuales proveen el 38.8% de proteinas, 45.25%
de las calorias y el 49.15% del calcio que se consume diariamente (Figueroa-Cardenas
et al., 2001).



2.1. Proceso de elaboracién de tortilla por el método tradicional
2.1.1. Elaboracién de nixtamal

El término nixtamalizacion, se define como la coccion alcalina del grano de maiz, y es un
método ancestral, la palabra proviene de los vocablos ndhuatl “nextli”, o cenizas de cal,

y “tamalli”, que significa masa de maiz cocido.

El proceso de nixtamalizacion tradicional (PNT) consiste en la coccion del grano en agua
abundante (2-3 L del agua/kg del maiz procesado), con 1-3% Ca(OH), a temperaturas
cercanas a la ebullicion, durante 35-70 minutos con un periodo de reposo de 8-16 h.
Después del reposo, el nejayote es decantado, y el grano es lavado para dejarlo listo
para la molienda y de esta manera obtener la masa fresca para hacer las tortillas (Nifio-
Medina et al.,, 2009). EI PNT, aun es usado sin modificaciones, mientras que este
proceso no representa serios problemas a pequeiia escala, ha sido la causa de
problemas ecolégicos debido a la generacion de cantidades de nejayote, debido a que
estos efluentes presentan un alto contenido de materia organica y un alto pH, lo cual

hacen muy dificil su degradacion.

En México, la cantidad de nejayote producido es de alrededor de 14.4 millones de
m/afio (Pedroza-Islas y Duran de Bazlia. 1990). La tortilla en su mayoria es elaborada
por pequefios productores, que al procesar 50 kg de maiz utilizan mas de 75 L de agua
por dia, dichas aguas residuales son desechadas al drenaje (Nifio-Medina et al., 2009);
mientras que las fabricas (maseca, minsa, soriana, entre otras), casi siempre tratan al
nejayote aerobica/anaerobicamente para reducir la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO) y la demanda quimica de oxigeno (DQO). El nejayote es una de las aguas de
desecho mas dificiles de tratar debido a que tiene un alto pH (10 a 14), contiene materia
organicas solubles e insolubles (aproximadamente 5%), restos de cal (80% de la cal
utilizada originalmente durante el proceso de nixtamalizacion), y un DBO y DQO cercana
a27a8.1g0,/Ly10a 30 g/L, respectivamente (Jackson et al., 1988; Pedroza-Islas y

Duran de Bazua. 1990; Velazco-Martinez et al., 1997; Salmeron-Alcocer et al., 2003).



2.1.2. Molienda del nixtamal

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

2.1.3. Elaboracion de tortillas

La tortilla tiene una forma de disco aplanado, la cual puede formarse manualmente
palmeandola o con prensas manuales o tortilladoras automaticas, las cuales, ademas de
formar la tortilla, la cuecen en proceso continuo. Para una tortilla comun se necesitan
aproximadamente de 28 a 30 g de masa, con esta cantidad de masa se pueden
troquelar tortillas con espesores de 1.5 a 2 mm, diametros de 12 a 25 cm (Rodriguez-
Garcia et al., 2008). La tortilla es cocida sobre una superficie metélica plana; una buena
coccion hard que sellen ambas caras, permitiendo que la tortilla infle una vez que el
agua contenida en la masa llegue a su punto de evaporacion. Una vez que estan
cocidas, las tortillas tradicionalmente se envuelven con una pequefia manta 6 servilleta,

para conservar su calor y suavidad.

2.2. Cambios importantes durante la elaboracion de la tortilla

2.2.1. Transformacion grano-masa

Durante el proceso de nixtamalizacion se presentan diferentes cambios fisicoquimicos y
estructurales en los diversos componentes del grano de maiz, los cuales han sido
reportados por diferentes investigadores. El cocimiento alcalino y el reposo provocan
una disolucion parcial de la cuticula y otras capas del pericarpio (Paredes-Lopez y
Saharopulus-Paredes, 1982), el hinchamiento y debilitamiento de las paredes celulares y
componentes de la fibra facilitan la eliminacion del pericarpio (Gomez et al., 1989), las
células de aleurona permanecen intactas y quedan unidas en la periferia del
endospermo (Paredes-Lépez y Sahardpulus-Paredes, 1982; Gémez et al., 1989), la



lamina media y las paredes celulares son parcialmente degradadas y solubilizadas
(Gomez et al.,, 1989), gran parte del tejido del germen se retiene durante la
gelatinizacion traduciéndose en efectos positivos en la calidad proteica de los productos
de masa (Paredes-LOpez y Sahar6pulus-Paredes, 1982).

2.2.2. Transformacion masa-tortilla (coccion)

Al moler los granos nixtamalizados, los componentes son liberados y al mezclarlos dan
lugar a la masa, la cual esta formada de fragmentos de germen, residuos de pericarpio y
endospermo atrapados todos ellos por una mezcla aglutinante de granulos de almidon
fundidos, una malla de matriz proteica y lipidos emulsificados (Rooney y Serna-Saldivar,
1987; Serna-Saldivar et al., 1990). La textura de la masa es critica para la etapa de
moldeo de las tortillas; una textura adecuada es cuando la masa es adhesiva a tal grado
gue se pega a los rodillos formadores, pero se logra despegar adecuadamente. En
general, una masa recocida es una masa muy pegajosa y por el contrario, una masa
poco cocida produce una masa poco cohesiva, inadecuada para formar tortillas
(Ramirez-Wong et al., 1993).

Después de que la masa es preparada, se troquela y la tortilla obtenida se somete a
cocimiento. La combinacion de alta temperatura (260-302° C) y la alta humedad de la
tortilla (51-55%) complementan la gelatinizacion del almidon que queda en contacto con
la superficie; sin embargo, ésta es incompleta debido al corto tiempo de cocimiento (20-
90 segundos) (Serna-Saldivar et al., 1990). En general, los cambios que se presentan al
cocer una masa para elaborar tortilas son: complemento de la gelatinizacion,
disminucién del indice de solubilidad de almiddn, y disminucion de la viscosidad (Gomez
et al., 1992).

2.3. Procesos alternos de nixtamalizacion

Las primeras investigaciones cientificas sobre los aspectos fisicoquimicos y nutricionales
acerca de la tortilla de maiz se iniciaron en los afios 50°s, cuando también se efectuaron
varios esfuerzos por mejorar el proceso tradicional de nixtamalizacion. Sin embargo,
estos cubrieron aspectos basicos del proceso ya comercial, los cuales incluian disminuir

las relaciones de agua-maiz, la concentracion de cal, la temperatura y el tiempo de



cocimiento y reposo, pero aun sin considerar cambios significativos al método tradicional
de nixtamalizacion (Vaqueiro y Reyes, 1986). A la fecha, se han hecho investigaciones
sobre procesos alternos para la elaboracion de las tortillas (sin ponerlo en préactica a

mayor escala), dentro de los cuales se pueden mencionar:

2.3.1 Proceso de nixtamalizacion ecologico

En la busqueda incesante de nuevas técnicas de nixtamalizacion que eliminen la
produccion de nejayote, reduzcan los costos de produccion y los tiempos de coccion y
de reposo, asi como la mejora del producto terminado, entre otros, se desarroll6 en el
Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV) un proceso
alterno de nixtamalizacion denominado ecoldgico (PNE).

En dicho proceso se utiliza el grano integral; el cual es molido y tamizado con una malla
5 mm, posteriormente se mezcla con 0.8 L del agua con 3 g de cal en ebullicion y se
deja reposar por 2 h a temperatura ambiente (22 + 1° C). El nixtamal asi preparado se
muele para la obtencion de la masa y la elaboracién de las tortillas (Méndez-Albores et
al., 2004a).

2.3.2. Proceso de nixtamalizacion por extrusion

Otra de las tecnologias para la elaboracion de masa fresca es la extrusion. En general,
la técnica se basa en el uso de un tornillo sin fin cubierto por un tubo en cuyo exterior
puede regularse la temperatura segun las necesidades. El tornillo transporta el material
(granular o fluido), y pasa entre la cuerda del tornillo y el tubo envolvente. EI material ya
deformado, sale por el extremo opuesto a través de una boquilla que le da el formato

requerido. En la Figura 3.2, se muestra el esquema de un extrusor de tornillo simple.
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Figura 3.2. Esquema de un extrusor de tornillo simple

Con esta tecnologia, se ha logrado producir masa fresca, alimentando una mezcla de
maiz molido integral, acondicionada con agua y cal. Las condiciones reportadas para
este proceso fueron: velocidad de tornillo de 25 rpm, temperatura del extrusor 80° C y
con un tiempo de residencia de 1.3 minutos (Ardmbula-Villa et al., 2000). Las masas
procesadas con el método antes descrito, presentaron una estructura densa y una
buena retencion de agua y baja velocidad de deshidratacion; caracteristicas que hicieron

gue el producto fuese aceptable.

2.3.3. Proceso de nixtamalizacion por calentamiento 6hmico

El calentamiento 6hmico es originado por el efecto Joule, donde si en un conductor
circula corriente eléctrica, parte de la energia cinética de los electrones se transforma en
calor debido a los choques que sufren los electrones con los atomos del material
conductor, ocasionando una elevacion de la temperatura. Basandose en este principio
Contreras-Jiménez (2009) desarroll6 un proceso para nixtamalizar harinas de maiz. El
modelo de la celda de calentamiento 6hmico utilizado es como se muestra en la Figura
3.3. El alimento se coloca en el interior de la celda en contacto directo con los

electrodos, a manera de dieléctrico.



Fuente: Contreras-Jiménez, 2009

Figura 3.3. Diagrama de celda para cocimiento de harina por calentamiento éhmico

El calentamiento 6hmico es una tecnologia relativamente nueva y prometedora. La
principal ventaja del método que se ha observado es que es un procedimiento rapido, el
cual permite que el alimento conserve su calidad original; sin embargo, la cantidad de

material procesado con este mecanismo es muy limitada.

2.3.4. Proceso dieléctrico de nixtamalizacion

Otro método que ha sido investigado para la elaboracion de masa, es el dieléctrico. Este
sistema esta integrado por un generador de funcién, un amplificador, un convertidor de
corriente alterna (CA) a corriente directa (CD), un termopar (medidor de temperatura) y
una interface compatible con una computadora. Inicialmente 100 g de maiz integral son
macerados durante 20 minutos en una suspension de agua y cal (0.1%); y
posteriormente se aplica el tratamiento dieléctrico, el cual consiste en hacer pasar un
voltaje de 100 V empleando dos electrodos de cobre-niquel, por un tiempo de 10 a 15
minutos. Posteriormente el maiz es molido y deshidratado a 50° C en estufa de
circulacion de aire caliente para obtener la harina nixtamalizada (Gaytan-Martinez et al.,
2000). El proceso desarrollado ofrece potencial para producir frituras de maiz con menor
uso de agua, reduccion de tiempos de proceso y mayores rendimientos debido al uso
integral del grano de maiz; sin embargo, al igual que el proceso de nixtamalizacion por

calentamiento 6hmico, tiene la limitante respecto a la cantidad de muestra procesada.



2.3.5. Proceso de Nixtamalizaciéon con Microondas (PNM)

Recientemente, en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FESC-UNAM) se
desarroll6 un proceso de nixtamalizacion empleando coccion con microondas. En este
proceso se elabora una mezcla de maiz integral (malla 5 mm), agua y Ca(OH), (en
proporcion 1:1:0.005, respectivamente), la cual se cuece en un horno de microondas a
una potencia del 100% por espacio de 5.5 minutos. Posteriormente, el nixtamal asi
producido se le deja en reposo por espacio de 3 horas, para luego someterlo a molienda
para la elaboracion de masa y posteriormente tortillas (Pérez-Flores et al., 2011). Este
proceso esta disefiado para obtener diferentes productos a partir de la harina integral de
maiz, tales como masa fresca, tortilla, e incluso harina instantdnea, con solo modificar
las variables de proceso involucradas. Al igual que con los métodos antes sefialados,
este proceso tiene la ventaja de no producir efluentes contaminantes, ademas de reducir
los tiempos y costos de operacion; todo esto aunado a la ventaja que ofrece este tipo de
coccién con microondas respecto a la calidad nutricional y sensorial de los productos
obtenidos.

En general, el calentamiento con microondas de los alimentos es causado por la friccién
molecular de los dipolos eléctricos, bajo la oscilacion de campos eléctricos de frecuencia
especifica. La alta absorcion de energia por las moléculas de agua (las cuales son los
componentes dipolares mas abundantes de los alimentos), resultan en un calentamiento

mas uniforme (Mudget, 1986).

2.4. Parametros de calidad de la tortilla de maiz

Calidad es el grado de bondad o combinacion de atributos, sean medibles o no, que los
consumidores identifican sensorialmente en un producto, y que determina el grado de

aceptacion y condiciona su valor comercial (Reyes et al., 1992).

Los siguientes atributos son algunos de los considerados determinantes en la calidad de
la tortilla de maiz. 1) Rolabilidad o flexibilidad, que es la caracteristica que evalua la
facilidad para la formacién del taco o “forma de cuchara”, 2) color blanco-amarillento, el
de preferencia general, alin cuando existan consumidores que las prefieran de colores

(azul, rojas, blancas, entre otras), y 3) Otras caracteristicas generales como son: sabory



aroma caracteristicos, ausencia de defectos, y sobre todo libre de contaminantes como

lo son las micotoxinas.

3. Contaminacion de la materia prima por microorganismos

La mayoria de los productos agricolas se ven invadidos por diversos microorganismos
durante su desarrollo en el campo, siendo los hongos los mas abundantes y la principal
causa de enfermedades, provocando severas pérdidas econdmicas al reducir el
potencial de produccion de los cultivos que atacan, y la principal causa de enfermedades

al ser consumidos.

Algunos hongos ponen en peligro la salud de los animales domésticos y la del hombre,
ya que ciertas especies suelen producir sustancias toxicas, que por su origen se les ha
denominado micotoxinas y, micotoxicosis a las intoxicaciones que causan cuando se
ingieren. Las micotoxinas mas estudiadas son las producidas por Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius y son conocidas como aflatoxinas (Sargent
et al., 1961).

3.1. Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por ciertos hongos, y en
pequefias cantidades pueden ser toxicos a los animales que las ingieren (Smith et al.,
1994). Evidencias actuales sobre la importancia de los diferentes hongos toxigenos que
invaden a granos, indican que los géneros mas importantes son Aspergillus, Penicilluim
y Fusarium (Brook y White, 1966).

El andlisis de las micotoxinas comprende una serie de pasos que inician con el
muestreo, la extraccion, purificacion, separacion y cuantificacion de la toxina. La
principal dificultad en el muestreo de granos o productos sospechosos de contaminacion
por micotoxinas, es que éstas no se encuentran distribuidas de manera homogénea.
Seguramente las micotoxinas siempre han estado presentes en los alimentos; sin
embargo, hasta hace algunos afios se les dio la importancia debido a que se les

reconocié como un problema de salud publica.



3.2. Aflatoxinas

Las aflatoxinas son producidas principalmente por Aspergillus flavus Link, Aspergillus
parasiticus Speare y Aspergillus nomius (Feibelman et al., 1998; Weidenbdérner, 2007).
Las principales aflatoxinas son cuatro: AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2. Generalmente AFB1
es encontrada en mayores concentraciones que las otras y es la mas potente, siendo
cancerigena, teratdbgena y mutagena, y el érgano que mas afecta es el higado, por lo
gue es considerada una hepatoxina. En la Figura 3.4 se muestran las estructuras

moleculares de algunas aflatoxinas.

AfMatoxina G Aflatoxina Gy

Fuente: Ellis et al., 1991
Figura 3.4. Estructura de aflatoxinas By G

Quimicamente las aflatoxinas son difuranocumarinas (Buchi y Rae, 1969), estos
compuestos estan formados por anillos heterociclicos, los furanos relacionados a la
toxicidad y un anillo de lactona responsable de la fluorescencia y el cual también hace
gue estos metabolitos sean susceptibles a la hidrdlisis alcalina (Lillehoj, 1983). Las letras
B y G se refieren a los colores azul y verde de fluorescencia observados bajo luz
ultravioleta de onda larga; esta propiedad de fluorescencia de las aflatoxinas ha llegado
a ser la base para la cuantificacion por métodos fisicoquimicos (Asao et al., 1963); y los
numeros se refieren a los patrones de separacion de estos compuestos al utilizar

cromatografia de capa fina (Bullerman, 1987).



Desde hace mas de 30 afios se descubri6 que las aflatoxinas son sustancias muy
potentes productoras de cancer en animales de laboratorio (Wogan y Newberne, 1967).
Desde entonces numerosas investigaciones se han hecho acerca del efecto de las
aflatoxinas en la salud de los animales domésticos, en los cuales se ha detectado baja
ganancia de peso, desarrollo lento, problemas en la reproduccion, diarrea, desérdenes
respiratorios, hemorragias, reduccion en la produccion de leche y huevos; asi como la
alteracion del sistema inmunolégico, con el consecuente incremento en el desarrollo de
infecciones por bacterias, virus, y otros agentes causantes de enfermedades, lo cual
incluso ocasiona la muerte de los animales (Keyl y Booth, 1971; Tung et al., 1975;
Guthrie, 1979; Bodine y Mertens, 1983).

Existen evidencias respecto a la ingestion de alimentos contaminados con aflatoxinas y
el desarrollo de cancer en humanos, particularmente en regiones calidas y humedas,
como la India, en Africa y en algunos paises asiaticos. La Agencia Internacional para la
Investigacion en Cancer (IARC), en 1987 considerd que las aflatoxinas eran sustancias
con alto poder cancerigeno en humanos, clasificandolas en el grupo 1 (Castegnaro et
al., 1981). En estudios hechos en Kenya, asi como en Tailandia, se ha encontrado una
correlacion positiva entre la ingestion de aflatoxinas y el desarrollo de cancer en el

higado.

La produccion de aflatoxinas depende de varios factores: la cepa del hongo; el
substrato; el contenido de humedad; la temperatura y la microflora asociada. Las
aflatoxinas son producidas solo por algunas cepas denominadas toxigenas, cuyos
requerimientos son especiales para su desarrollo, por ejemplo: una actividad de agua
minima de 0.85, equivalente a 16.5% de humedad en cereales como el maiz, en cuanto
al limite de humedad méaximo, practicamente no existe produccion de dicha toxina;
puesto que en los laboratorios se pueden producir aflatoxinas aun en medio liquido,
siempre y cuando sean cultivos puros. En cuanto a la temperatura minima para la
produccion de aflatoxinas es de 12° C, la 6ptima de 27-30° C y la maxima de 40-42° C.
A. flavus crece lentamente a temperaturas menores de 12° C, y rapidamente a
temperaturas hasta de 55° C; pero no produce aflatoxinas debajo de 12° C, ni arriba de
40-42° C (Dienery Davis, 1966).



3.2.1. Efecto de las aflatoxinas

A. flavus estd adaptado a emplear un amplio espectro de fuentes organicas, ademas de
ser saprofito, es un organismo patégeno oportunista en plantas, insectos y vertebrados
incluyendo al hombre y animales domésticos (Bhatnagar et al., 1993); sus efectos
pueden ser agudos o cronicos dependiendo del organismo afectado, la dosis y

frecuencia de exposicion.

La sensibilidad varia con las especies, edad y sexo en los animales, asi como la
composicion de la dieta y la ruta de ingestion (Krishna y Sinha, 1991); algunas bacterias
se inhiben en su presencia, algunas plantas desarrollan albinismo, las semillas pierden
capacidad de germinacion y el grado de toxicidad varia de acuerdo a las especies de

animales (Pefia y Duran, 1990).

La absorcién de aflatoxina Bl (AFB1) después de una administracion oral resulta
relativamente eficiente y es totalmente dependiente de la especie animal, siendo en
general completa. Por otro lado, estd demostrado que la absorcion de AFB1 a nivel del
intestino delgado es mediante difusion pasiva y dependiente de la composicion lipidica
del epitelio intestinal, sin olvidar que en el tracto gastrointestinal puede llevarse a cabo
una biotransformacion, generando AFB1—epdéxido, dihidrodiol-AFB1 o AFB2 capaces de

interactuar con proteinas intestinales (Hsieh y Wong, 1993).

Las aflatoxinas son consideradas como genotoxinas ya que pueden unirse al ADN de su
hospedero y que pueden activar elementos genéticos maoviles: provirus y retrovirus del
genoma, generando una desestabilizacion del mismo que conduce a distintas
anormalidades (Lillehoj, 1991). De todas la aflatoxinas la AFB1 se considera la mas

toxica y en orden decreciente le siguen: G1, B2, G2, M1y Q1 (Betina, 1989).

En contraste con la mayoria de las micotoxinas, la AFB1 no es un carcinégeno per se,
pero requiere de una biotransformaciéon para ejercer su accion. La parte activa de la
molécula de AFB1 se atribuye al dihidrofurano, ya que la pérdida de la doble ligadura en
C2-C3 del furano terminal resulta en una fuerte disminucioén de la actividad toxica.

Las primeras lesiones observables de aflatoxicosis son la necrosis hepética y cambios

degenerativos en grasas. La induccién de cancer hepatico es comun en ratas, truchas y



cerdos. En aves se producen diversas reacciones que van desde una mala absorcion de
nutrimentos, coagulopatia, desarrollo ineficiente, vulnerabilidad a las infecciones,
incapacidad para reaccionar a las vacunas, problemas reproductivos, etc. En mamiferos
producen necrosis y disfuncion hepética, y extensas lesiones hemorragicas que resultan
letales (Pefia y Duran, 1990). En el hombre las intoxicaciones estan asociadas con
cancer digestivo, hepatomegalias, higado graso, cirrosis y ademas producen diarreas,
vomitos, abortos y son causantes de inmunodepresion y hemorragias internas

(Organizacion Panamericana de la Salud, 1983).

Las aflatoxinas producen una gran variedad de desérdenes fisiol6gicos y bioquimicos en
plantas superiores, helechos, algas y microorganismos. En plantas superiores con dosis
altas, suelen inhibir la germinacion, reducen la sintesis de clorofila, ADN, ARN y
proteinas. Como consecuencia de todo esto, las plantas en general, reducen su valor

nutritivo para consumo existiendo deficiencias en azlcares, proteinas y valor calérico.

3.2.2. Control de las aflatoxinas

La informacion disponible sobre la importancia y el impacto econémico de las aflatoxinas
es escasa en México; sin embargo, varios de los estados productores de grano poseen
caracteristicas climaticas que favorecen la presencia y el desarrollo de los hongos
potenciales productores de micotoxinas, es por esta razén que debe proponerse un

estricto control en el manejo del maiz.

Muchos paises regulan el nivel maximo permisible de aflatoxinas en alimentos, por
ejemplo: Estados Unidos establecié 20 ng/g, Canada 15 ng/g, Francia 10 ng/g, Reino
Unido 10 ng/g, Japon 10 ng/g, Australia 5 ng/g, México 20 ng/g, mientras que en Espafa
de acuerdo al Real Decreto (RD) 475/1998 se establecieron 10 ng/g para la suma de las
4 aflatoxinas (M1, G1, B2 y G2) y 5 ng/g para la aflatoxina B1 por ser considerada la
mas toxica de las cuatro. La legislacion de residuos téxicos en alimentos solo considera
la presencia de las cuatro principales aflatoxinas producidas por Aspergillus, ignorando
la presencia de los metabolitos en tejidos animales, que también pueden ser tdxicos

aunque con menor potencialidad (Fernandez et al., 1994).



La Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) establecid niveles permitidos de
aflatoxinas en varios alimentos y dietas para animales; sin embargo, no se establecieron
limites para carne u otros tejidos animales destinados para consumo humano (Wood,
1993).

El contenido maximo de aflatoxinas en productos nixtamalizados (tortillas, tostada, etc.)
no debe ser mayor de 12 ng/g segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-187-SSA1/SCFl,
2002).

3.2.3. Métodos analiticos para la determinacion de aflatoxinas

La determinacion de las aflatoxinas en los alimentos se basa principalmente en una
extraccibn empleando acetona o metanol, limpieza del extracto, en ocasiones
empleando columnas cromatograficas, y la posterior cuantificacion ya sea por
cromatografia de capa fina (TLC), cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC),
y/o métodos inmunoquimicos como el uso de anticuerpos monoclonales (Aflatest) 6
ELISA. Algunos de estos métodos presentan limitaciones por la baja precision en la
deteccidén o por una inadecuada separacion de las aflatoxinas debido a la interferencia
gue pudiesen tener otros compuestos presentes en la muestra (Gregory y Manley,
1981).

En la presente investigacion el método empleado para la cuantificacion de aflatoxinas

fue del tipo inmunoquimico, que se detallara més adelante.

3.2.4. Prevencion de la contaminaciéon con aflatoxinas

La manera mas conveniente de prevenir los problemas ocasionados por las aflatoxinas
es “evitar” que el hongo se desarrolle en los productos alimenticios. La manera mas
efectiva es, en el caso de productos almacenados, bajar el contenido de humedad de los
granos y la humedad relativa del almacén a niveles inferiores a los requeridos por el
hongo; sin embargo esto no es tan facil particularmente en los paises subdesarrollados y
con climas tropicales y subtropicales, por la falta de tecnologias apropiadas a las

condiciones sociales y econdmicas de su poblacion.



Ademas de lo anteriormente sefialado, hay evidencias que sefialan que altas
concentraciones de bidxido de carbono, o bajas concentraciones de oxigeno, inhiben la
sintesis de aflatoxinas (Wilson y Jay, 1975; Diener y Davis, 1977) lo cual se debe a que
seguramente el hongo no se desarrolld bajo esas condiciones de almacenamiento
(Moreno et al., 1988).

El principal medio de prevenir la contaminacion con aflatoxinas en almacén, es cosechar
con el menor contenido de humedad del grano y/o su secado posterior a niveles
inferiores al 15% de humedad, asi como temperaturas inferiores a 7° C (Sauer y Tuite,
1987). El control de la atmdsfera de almacenamiento mediante la adicion de gases (CO,
0 N;) humedeciendo los granos en silos cerrados ha dado buen resultado cuando se
mantiene a 40% de CO,, 99% de humedad y temperatura menor de 15° C (Lacey,
1989).

3.2.5. Destoxificacion de aflatoxinas por tratamiento térmico-alcalino

Cierto tipo de alimentos como algunos granos requieren operaciones de procesado
alcalino, de estos procesos el mas conocido es la nixtamalizacion del grano de maiz
para la elaboracion de las tortillas. Este proceso puede reducir los niveles de aflatoxinas
en un 50-90% en la masa y un poco mas en las tortillas (Ulloa y Herrera, 1970; de
Arriola et al., 1988, Méndez-Albores et al., 2004a, 2004b).

La AFG1l y AFG2 son mas susceptibles a la degradacion que las aflatoxinas B1 y B2
(Ulloa-Sosa y Schroeder, 1969; de Arriola et al., 1988), aunque los reportes publicados
presentan variaciones considerables en los resultados (Ulloa-Sosa y Schroeder, 1969;
Ulloa y Herrera, 1970; Martinez-Herrera y Lechance, 1979; Price y Jorgensen, 1985;
Abbas et al, 1988; de Arriola et al., 1988).

El uso de maiz naturalmente contaminado, por lo general ofrece reducciones bajas en
los niveles de aflatoxinas (20-46%) en comparacion con el procesado de maiz inoculado.
Price y Jorgensen (1985) en el proceso de la nixtamalizacion tradicional utilizando maiz
inoculado, reportaron valores de degradacion entre 40 y 70%, mientras que Guzman de

Pefa et al. (1995) publicaron un estudio, empleando maiz naturalmente contaminado



con concentraciones de 37 y 251 ng/g de aflatoxinas, procesado mediante el método de

nixtamalizacion tradicional, el cual redujo los niveles en 100 y 92% respectivamente.

La presencia del anillo de lactona en la molécula de aflatoxina las hace susceptibles al
tratamiento alcalino (Parker y Melnick, 1966); sin embargo, si éste tratamiento no es tan

severo, la acidificacion puede revertir la reaccion (Camou-Arriola y Price, 1989).

Asi, se conoce que las aflatoxinas se reactivan al acidificarse, lo cual fue reportado por
Price y Jorgensen (1985) cuando acidificaron muestras nixtamalizadas para simular el

efecto de los acidos en el estbmago de los monogastricos.

Respecto a la destoxificacion de alimentos destinados para consumo humano y/o
animal, se ha realizado investigacion con resultados promisorios, pero sin llegar aun a
un desarrollo tecnoldgico aplicable bajo nuestras condiciones, ya que el método mas
deseable y efectivo para controlar la produccién de aflatoxinas es la prevencién del
desarrollo del hongo potencial productor de este metabolito (Moreno et al., 2000).

Por lo anteriormente expuesto, resulta de interés evaluar la degradacion de las
aflatoxinas al procesar diferentes lotes de maiz contaminado por el método PNM
desarrollado en la UNIGRAS y compararlo con el método tradicional. Si dicha
degradacion es importante, esto permitira, ademas de generar informacién basica,
incorporar este proceso a mediano o largo plazo como un método alternativo para la
degradacion de aflatoxinas en maices contaminados destinados a la industria de la

masa y las tortillas.



CAPITULO Il

CUADRO METODOLOGICO

Hipotesis

El proceso de nixtamalizacién tradicional es efectivo en la destoxificacion de aflatoxinas debido al tratamiento térmico-alcalino
gue se le aplica a los granos de maiz. Sin embargo, al acidificarse el medio, las aflatoxinas pueden regenerarse, ademas se
produce una gran cantidad de residuos altamente contaminantes como el nejayote. Por lo tanto, el proceso alterno de
nixtamalizacién por microondas para la elaboracion de tortillas de maiz, puede ser una buena alternativa para la degradacion
de las aflatoxinas totales, sin afectar de manera significativa las propiedades de calidad de las tortillas de maiz y sin producir
residuos contaminantes.

Objetivo general

Evaluar el efecto destoxificante del proceso de nixtamalizacion por microondas (PNM), en cada etapa (masa y tortillas). Asi
como determinar algunos parametros de calidad de las tortillas para asegurar un producto con caracteristicas aceptables al
consumidor.

v

A 4

Objetivo particular A
Objetivo particular B

Obtener tres lotes de maiz con diferentes concentraciones de
aflatoxinas y un lote testigo, para elaborar tortillas utilizando el
proceso de nixtamalizacién por microondas.

L] Inducir a esporular la cepa del hongo Aspergillus
flavus Link, en cajas Petri con medio de cultivo MSA.

Ll Preparar una suspensiéon de esporas para inocular
los granos de maiz.

= Ajustar el contenido de humedad a 18%, e incubar el
maiz a 28° C.

Ll Esterilizar los lotes de maiz con oxido de etileno
cuando la concentracion de aflatoxinas sea la
requerida para el experimento.

Variables y niveles

V.l. Tiempo de incubacion
N.V. 12, 15y 21 dias. N1, N2, N3 y N4 (reportado en ng/g)
V.D. Concentracion de aflatoxinas

Determinacion de aflatoxinas con el método 991.31 de la AOAC

Determinar las propiedades fisicas y fisicoquimicas del grano de
maiz, asi como las propiedades fisicoquimicas de las masas y de
las tortillas elaboradas con este proceso. Monitorear el contenido
de aflatoxinas, en los productos provenientes de la nixtamalizacion
(masa vy tortillas), valorando el potencial destoxificante del proceso,
asi como la calidad de las tortillas

GRANO
Fisicas: Tamafio, peso de 1000 granos, peso hectolitrico
Fisicoquimicas: Contenido de humedad, pH y color.

MASA
Fisicoquimicas: Contenido de humedad y pH.
Contenido de aflatoxinas.

TORTILLAS

Fisicoquimicas: Contenido de humedad, pH y color.
Contenido de aflatoxinas.

Calidad: Grado de inflado, rolabilidad y pérdida de peso

No. de repeticiones: 3 por tratamiento

Variables y niveles

V.l. Concentracion de aflatoxinas en masa y tortillas.
N.V. N1, N2, N3 y N4 (reportados en ng/g).

V.D. Calidad de las tortillas

No. de repeticiones: 3

v

Resultados y discusion

v

Conclusiones

v

Recomendaciones

Figura 3.5. Cuadro metodoldgico.




OBJETIVOS

Hipotesis

El proceso de nixtamalizacion tradicional es efectivo en la destoxificacion de aflatoxinas
debido al tratamiento térmico-alcalino que se le aplica a los granos de maiz. Sin
embargo, al acidificarse el medio, las aflatoxinas pueden regenerarse, ademas se
produce una gran cantidad de residuos altamente contaminantes como el nejayote. Por
lo tanto, el proceso alterno de nixtamalizacion por microondas para la elaboracion de
tortillas de maiz, puede ser una buena alternativa para la degradacion de las aflatoxinas
totales, sin afectar de manera significativa las propiedades de calidad de las tortillas de

maiz y sin producir residuos contaminantes.

Objetivo general

Evaluar el efecto destoxificante del proceso de nixtamalizaciébn por microondas (PNM),
en cada etapa (masa y tortillas). Asi como determinar algunos parametros de calidad de

las tortillas para asegurar un producto con caracteristicas aceptables al consumidor.

Objetivos particulares

A. Obtener tres lotes de maiz con diferentes concentraciones de aflatoxinas y un
lote testigo, para elaborar tortillas utilizando el proceso de nixtamalizacién por
microondas.

B. Determinar las propiedades fisicas y fisicogquimicas del grano de maiz, asi
como las propiedades fisicoquimicas de las masas y de las tortillas elaboradas
con este proceso. Monitorear el contenido de aflatoxinas, en los productos
provenientes de la nixtamalizacion (masa y tortillas), valorando el potencial

destoxificante del proceso, asi como la calidad de las tortillas



V. MATERIALES Y METODOS

1. Materia prima

Como materia prima se utiliz6 grano de maiz blanco (AS-900) con una distribucion de
tamafio uniforme, el cual fue proporcionado por Semillas Aspros de México S.A. de C.V.
El maiz se almacendé a temperatura ambiente, hasta su utilizacion en bolsas de
polietileno obscuras, dentro de tambores de plastico de 200 L de capacidad, con sello

metalico, con la finalidad de evitar la proliferacion de plagas.

Se empled una cepa del hongo Aspergillus flavus Link, aislada originalmente de maiz

proveniente del estado de Tamaulipas.

2. Propiedades fisicas del grano de maiz

2.1. Tamafio del grano

Para determinar el tamafio del grano se midi6 el largo, ancho y espesor del centro del
grano. Se midieron 100 granos tomados al azar. Se utiliz6 un calibrador o vernier
Digimatic, marca Mitutoyo Corp., con rango de medida de 0.01-150 mm. Los datos
fueron reportados como el valor promedio y la desviacion estandar de las mediciones
(Moreno-Martinez, 1984).

2.2. Peso de 1000 granos
Se tomaron 1000 granos al azar y se pesaron en una balanza analitica Ohaus, con una

capacidad de 0-210 g, y una precisién de + 0.0001 g. Se hicieron cinco repeticiones de

cada medicion, se obtuvo la media y el error estandar de los datos.



2.3. Peso hectolitrico

Para la obtencion de esta medida se siguio la técnica 55-10 de la AACC (2000). Se llené
de granos un recipiente de aluminio de volumen conocido, pesandose en una balanza
analitica Ohaus. El peso hectolitrico se obtuvo al dividir el peso de los granos entre el
volumen del recipiente y relacionandolo a un volumen de 100 litros. Las mediciones se

hicieron con cinco repeticiones, se report6 la media y el error estandar.

3. Propiedades fisicoquimicas del grano de maiz

3.1. Contenido de humedad

Se procedio de acuerdo al método 44-19 de la AACC (2000). Cuatro gramos de muestra
de maiz (grano entero) se colocaron en charolas de aluminio en una estufa con
circulacion de aire forzado a 103° C durante 72 h. Para el caso del nixtamal, masa y
tortilla se procedid de la misma forma, utilizando 4 g de muestra a 103° C durante 24 h.

Las pruebas se hicieron por triplicado.

3.2.pH

Para la determinacién del pH se sigui6é el método 02-52 de la AACC (2000). Se prepar6
una suspensién con 10 g (b. s.) de harina de granos de maiz, masa y tortilla en 100 mL
de agua destilada, recientemente hervida y fria a temperatura de 25° C. Las
suspensiones se agitaron por espacio de 30 min., con un agitador magnético y
posteriormente se dejaron en reposo por espacio de 10 min. El pH fue determinado
directamente en el supernadante utilizando un potenciometro marca conductronic PC-

45. Las determinaciones se realizaron por triplicado.
3.3. Color
Para medir objetivamente el color en los alimentos que son del tipo translicido existen

una diversidad de métodos, uno de ellos es el método triestimulo Hunter Lab. Este

método se basa en la determinacion, por reflexion de la luz, de tres parametros. El



parametro “L”, que mide el grado de luminosidad y varia desde 100 para el blanco
perfecto a 0 para el negro; los parametros “a” y “b”, son indicativos de la cromaticidad,
los valores positivos de “a”, estan relacionados con el color rojo y los negativos con el
color verde; mientras que los valores positivos del parametro “b”, estan asociados con el

color amarillo y los negativos con el azul (Méndez-Albores, 2002).

Para la medicion del color se utilizo un colorimetro MiniScan XE modelo 45/0-L (Hunter
Associates Laboratory, Reston, VA, USA). El colorimetro se calibré con una placa blanca
de porcelana (L= 97.02, a= 0.13 y b=1.77). Las determinaciones se realizaron de la
forma siguiente: se colocaron aproximadamente 100 gramos de muestra en un
recipiente de vidrio ancho y de baja profundidad (2 cm) para los granos de maiz, y en
caso de las tortillas, las mediciones se realizaron directamente en ésta. Las lecturas se
realizaron por triplicado con respecto a cuatro posiciones localizadas 90° una respecto a
la otra. Se midieron los valores de L, a, y b, y con estos valores se obtuvo la diferencia

total de color (AE), utilizando la férmula:
AE =[AL*+ (Aa)*+ (A b

donde:
AE = diferencia total de color, entre la referencia y la muestra.
AL, A ay A b= diferencias absolutas en valores L, a'y b de referencia y muestra.
4. Preparacion de las unidades experimentales

4.1. Medidas de seguridad
Los procedimientos utilizados para la manipulacion de materiales contaminados con

aflatoxinas, se adoptaron en las recomendaciones publicadas por la Agencia

Internacional para la Investigacion en Cancer (Castegnaro et al., 1981).



4.2. Cepa del hongo

Aspergillus flavus Link se indujo a esporular en cajas de Petri con medio de cultivo MSA
(%, extracto de malta, 2; cloruro de sodio, 6; y agar, 2) durante 7 dias a 25° C. Esta cepa
(UNIGRAS- 1231) es capaz de producir unicamente AFB1 y AFB2.

4.3. Inoculaciéon del maiz.

Para la inoculacién de los granos de maiz, las esporas del hongo fueron removidas de
las cajas de Petri con una espatula, y se prepar6 una suspension de esporas con agua
estéril (1.5 L) con aproximadamente 100,000 conidios/mL, y esta suspensiéon fue
utilizada para aumentar el contenido de humedad del grano. Esta cantidad de inoculo
(aproximadamente 10,000 esporas/g de maiz) fue utilizada para evitar la competencia
con otros hongos de almacenamiento, los cuales pudiesen crecer potencialmente bajo

las condiciones de incubacion.

La cantidad total de maiz a ser inoculado fue de 20 kg. El contenido de humedad del
grano fue ajustado a 18%, y se almacend en contenedores plasticos (5 kg de maiz por
tratamiento). Los contenedores fueron cubiertos con una pelicula de polietileno para
minimizar las pérdidas de humedad del grano. Sin embargo, se realizaron 10
perforaciones con un alfiler, para evitar la acumulacion de biéxido de carbono generado
por la respiracion de los granos y de los hongos. Los contenedores fueron incubados a
27° C durante 12, 15 y 21 dias, homogeneizandose cada 12 h a baja velocidad (60 rpm)
durante 15 minutos en un mezclador de rodillos (modelo C-100, Hobart Corp. Troy Ohio,
U.S.A) para las unidades experimentales inoculadas con el hongo, y 21 dias para el lote
control (no inoculado con las esporas del hongo). Estos periodos de incubacién fueron

seleccionados para obtener 3 diferentes niveles de aflatoxinas en el grano de maiz.

Después de los periodos de incubacion, el grano fue sometido a una atmosfera con gas
de oxido de etileno a una concentracion de 1,000 mg/L durante 5 h, para de esta manera
detener el desarrollo del hongo toxigeno y evitar la dispersion de esporas viables
(Méndez-Albores et al., 2004a). Finalmente, el grano fue secado a 11% del contenido de

humedad, transferido a bolsas de plastico y almacenado a 4° C.



4 .4. Determinacion de aflatoxinas totales

Para la determinacion de aflatoxinas totales, se procedidé de acuerdo al método 991.31
de la AOAC (2000) utilizando columnas de anticuerpos monoclonales para aflatoxinas
(VICAM, Milford, Mass., USA). Las muestras (50 g) fueron extraidas mediante 100 mL
de metanol-agua (80:20 v/v) y sal (5 g) empleando una licuadora de laboratorio (Mod.
51BL30; Waring, New Hartford, Conn., U.S.A.). La mezcla se filtré con papel Whatman
No. 1y una porcién de 10 mL fueron diluidos con 40 mL de agua destilada. Esta dilucion
fue filtrada nuevamente utilizando un filtro de microfibra, de los cuales 10 mL fueron
aplicados a la columna de inmunoafinidad (Aflatest-P; VICAM Science Technology,
Watertown, Mass., U.S.A.). Subsecuentemente, la columna se lavé 2 veces con agua
destilada y se llevdé a sequedad. Las aflatoxinas fueron eluidas con un mililitro de
metanol grado HPLC y se cuantificaron en un fluorometro VICAM Serie 4 (VICAM
Source Scientific. Irvine, Calif., U.S.A.), después de reaccionar la muestra con 1 mL de
solucion de Bromo al 0.002%. El limite de deteccion para la medicion de aflatoxinas por
medio de las columnas de inmunoafinidad es aproximadamente de 0.5 ng/g (Hansen,
1990). Cuando la concentracién de aflatoxinas fue mayor que 25 ng/g, se realizaron

diluciones de los extractos antes de pasarlos por la columna de inmunoafinidad.

4.5. Procedimiento de acidificacion del extracto

Los extractos de masa y tortilla de los analisis de aflatoxinas fueron ajustados a un pH
de 3 utilizando una mezcla comercial de &cido hidroclorico-ftalato acido de potasio (J. T.
Baker, Mallinckrodt Baker, México) para simular la acidez estomacal. EI pH fue
determinado de acuerdo al método 02-52 de la AACC (AACC, 2000). Las aflatoxinas

fueron cuantificadas como se describié anteriormente.

5. Proceso de nixtamalizacién con microondas

Muestras de maiz contaminado (1 kg) de cada nivel de aflatoxinas, asi como el control
(N1, N2, N3 y N4) fueron molidas en un molino de matrtillos (Glen Mills Inc. Clifton, N.J.,
U.S.A. con malla 5mm.). Se utilizé una relacion agua-maiz de 1:1 (v/p). El contenido de
Ca(OH); en la suspension fue de 5 g por kg de maiz. El maiz fue sometido a coccion en

un contenedor de plastico resistente a las microondas, y la coccién de llevé a cabo en un



horno de microondas comercial (LG Electronics Inc, modelo MS047GR, Korea), con una
potencia de coccion del 100% durante 5.5 minutos. Posteriormente el nixtamal se dejo
reposar por un tiempo de 3 horas a temperatura ambiente (22° C). El nixtamal se molio
en un molino de piedras (FUMASA, Modelo MN-400, México) hasta obtener una masa
de fineza adecuada para producir tortillas con un contenido de humedad 54% de

contenido de humedad como se muestra en la Figura 5.1y 5.2.

PROCESO DE NIXTAMALIZACION CON MICROONDAS

Molino de matrtillos
Malla 5mm MOLIENDA * |¢——— Maiz
Temperatura ambiente l

Maiz (1 Kg)
MEZCLADO <«— Agua(ll)
Ca(OH), (5 9)

Horno de microondas l
Potencia: 1650 W
Tiempo: 5.5 minutos COCCION *
T°C entrada= 22
TOC iga= 78 l
*
Tiempo=3 h REPOSO

l

Molino de piedras FUMASA MOLIENDA HUMEDA *

Diametro = 12.5 cm
Tortilladora manual TROQUELADO Espesor =1.2 mm aprox.

Comal de fierro a 270°C l -
Tiempo de coccién= 17, COCCION * *Puntos criticos

55y 17 segundos

Figura 5.1. Diagrama de bloques para el proceso de nixtamalizacion por microondas



Figura 5.2. Esquema ilustrativo de la elaboracion del nixtamal y masa.
a) Maiz-agua-cal; b) Nixtamalizacion en microondas; ¢) Molienda himeda de nixtamal

5.1. Troquelado de la masa
Se hicieron testales de masa de 28 g, se formaron discos de 12.5 cm de didmetroy 1.2

mm de espesor aproximadamente, utilizando una tortilladora manual (Modelo TM-G,

Casa Gonzalez. Monterrey, N.L. México) como se observa en la Figura 5.3.

Figura 5.3. Troquelado de la masa. a) Testales de 28g; b) Formacién de discos

5.2. Cocimiento de las tortillas

Las tortillas elaboradas se sometieron a cocimiento, utilizando un comal de fierro
calentado a fuego directo a una temperatura promedio de 270° C, la cual se determino
con un termopar de contacto (marca FLUKE modelo 179, U.S.A.). Los tiempos de

coccién fueron los siguientes: 17 segundos para la formacion de la capa delgada de la



tortilla, 55 segundos para la formacion de la capa gruesa, y nuevamente se volted y se

expuso por 17 segundos para permitir el inflado, como en la Figura 5.4.

Figura 5.4. Coccion de las tortillas. a) Tortillas en comal de fierro; b) Inflado de tortilla

Finalmente, porciones de masa (500 ), y tortillas de cada tratamiento (n= 30) fueron
deshidratadas en una estufa de circulacion de aire forzado a 40° C durante 48 h, molidas

y almacenadas a 4° C en bolsas de polietileno para el analisis de aflatoxinas.

5.3. Propiedades de calidad de la tortilla

5.3.1. Capacidad de enrollamiento (rolabilidad)

Para determinar la rolabilidad de la tortilla, se utilizé el método descrito por Bedolla
(1983), con algunas modificaciones. Se tomaron al azar cinco tortillas, de cada
tratamiento, las cuales se enrollaron manualmente en una varilla de vidrio de 2 cm de

didmetro, y se observé el grado de rompimiento.

Se le asigno una calificacion de 1 a la tortilla que no presenté ruptura, de 2 cuando se
rompié aproximadamente el 25% del ancho de la tortilla, de 3 si presentd una ruptura

aproximada del 50%, de 4 con ruptura aproximada del 75%, y de 5 cuando la ruptura fue



completa. La prueba se llevo a cabo a temperatura ambiente, después de 30 minutos de

haber sido elaboradas las tortillas.
5.3.2. Grado de inflado

Para evaluar el grado de inflado se hicieron cinco tortillas en las condiciones descritas
anteriormente, y se observd el tamafio de la ampolla que presenté cada tortilla al
momento de ser elaboradas, asignandole una calificacion de 1 a la tortilla con un inflado
entre 75 -100%, de 2 con un inflado entre 25-75%, y de 3 con un inflado entre 0-25%
(Méndez-Albores, 2002).

5.3.3. Pérdida de peso en la coccidn
La pérdida de peso se determiné calculando el % en peso de material perdido durante el
cocimiento, pesando la tortilla antes de someterla a la coccién y después de cocida (40°

C aprox.). Se utilizo la siguiente férmula:

_ (ptcruda— pt.cocida)
(ptcruda

x100

donde:

p.t. cruda = peso de la tortilla cruda (g).

p.t. cocida = peso de la tortilla cocida (g).

6. Diseflo experimental

El experimento se analiz6 con base a un disefio completamente al azar. Las cuatro
condiciones experimentales fueron corridas con tres repeticiones. Los datos fueron
evaluados mediante un analisis de varianza (ANDEVA) y las comparaciones de medias
se llevaron a cabo mediante la prueba de Dunnet, utilizando el Sistema de Andlisis
Estadistico (SAS, 1998). Un valor de significancia de a= 0.05 fue usado para distinguir

diferencias significativas entre los tratamientos.



CAPITULO Il

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion del grano de maiz AS-900

1.1. Propiedades fisicas

Las propiedades fisicas del grano de maiz utilizado en esta investigacion se muestran
en la Tabla 6.1. El maiz empleado (AS-900) present6é un tamafio de grano (4.6 x 3.23 X
1.78 mm) promedio, propio en este tipo de maices. Las dimensiones del maiz son
similares a las reportadas para la misma variedad por Méndez-Albores (2002). A su vez,
el maiz presentd un peso de 1000 granos de 308.09 g, atribuible de forma directa a su
tamafio. Esta medida junto con las dimensiones, son utilizadas como medida de calidad

en el comercio de los granos y las semillas (ISTA, 1996).

Tabla 6.1. Propiedades fisicas del maiz

Parametro Maiz AS-900
Tamafio (mm)*
Largo 46 + 0.04
Ancho 3.23 + 0.03
Espesor 1.78 = 0.03
Peso de 1000 granos (g)** 308.09 £ 2.20
Peso hectolitrico (kg/hL)** 78.92 + 1.43

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

Otra forma de calificar la calidad de un grano es midiendo su peso hectolitrico. De
acuerdo a la NMX-FF-034/1-SCFI-2002, para el caso de maiz blanco empleado para la

elaboracion de tortillas y productos de maiz nixtamalizados de calidad comercial, se



considera que el grano tenga un peso hectolitrico minimo de 74 kg/hL (NMX-FF-034/1-
SCFI, 2002). El valor que presento el maiz fue de 78.92 kg/hL, que se encuentra dentro
de lo establecido para la industria del nixtamal.

1.2. Propiedades fisicoquimicas
1.2.1. Contenido de humedad
En este estudio y de acuerdo a las necesidades para el desarrollo del hongo y la
produccion de toxinas, el material se ajustdé a un contenido de humedad de 18%. Sin
embargo, una vez que los niveles de aflatoxinas eran los requeridos, se realizo un
secado del grano de maiz a un contenido de humedad de 10.8%. Este valor fue similar

para las 4 condiciones experimentales, como se observa en la Tabla 6.2.

Tabla 6.2. Propiedades fisicoquimicas del maiz inoculado

Contenido de

Nivel de Color
o humedad pH
contaminacion (AE)
(%)
N1 (Control) 10.80 £+ 0.03 a 6.21 + 0.003 a 32.07£2.105a
N2 10.78 £ 0.15a 6.21 £ 0.002 a 33.72 £2.967 a
N3 10.84+0.23 a 6.19 £ 0.005 a 34.05+1.491 a
N4 10.81+0.47 a 6.22 + 0.002 a 34.95+1.071a

Valor promedio de al menos tres repeticiones * error estandar.
Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Dunnet>0.05).
N= Nivel de contaminacién; N1 (grano libre de aflatoxinas); N2 (22.46 ng/g); N3 (69.62 ng/g); N4 (141.48 ng/qg).

1.2.2. pH

En la Tabla 6.2, se presenta el valor promedio de pH de los maices incubados con y sin
esporas del hongo potencial productor de toxinas (control). En general el pH promedio
del maiz fue de 6.21 y no se observo diferencia estadistica significativa entre los niveles
de contaminacion con aflatoxinas. Los valores de pH son similares a los reportados por
Méndez-Albores et al. (2004a), quienes registraron valores de pH de 6.42 para un maiz
del tipo AS-900.



1.2.3. Color

En general el color en los granos de maiz después de ser inoculados e incubados a
diferentes tiempos, no presentaron diferencia estadistica significativa entre los niveles de
contaminacion con aflatoxinas, atribuible al periodo de incubacion que este material
recibio (27° C y humedad de 18%), mismo que se prolongé a periodos de 12, 15y 21
dias para cada nivel de contaminacion, respectivamente (Tabla 6.2). El valor promedio
en la diferencia de color (AE) fue de 33.696, lo cual es indicativo que las condiciones de
incubacion (27° C y 18% de contenido de humedad) no tuvieron un efecto significativo

en este parametro, muy probablemente debido a los cortos tiempos de incubacion.

1.3. Aflatoxinas totales en maiz antes de su procesamiento

La concentracion total de aflatoxinas cuantificada en el maiz se muestra en la Tabla 6.3.
El nivel 1 (N1) corresponde al control; experimentalmente el grano recibié el mismo
tratamiento durante la incubacién (27° C y 18 % contenido de humedad) en ausencia de
esporas del hongo potencial productor de aflatoxinas; por lo consiguiente, en ningan
momento se detectaron aflatoxinas en los granos del control. Para el caso de los niveles
2, 3y 4 (N2, N3 y N4), las concentraciones de aflatoxinas fueron de 22.46, 69.62 y
141.48 ng/g, respectivamente (Tabla 6.3).

Tabla 6.3. Aflatoxinas totales en los maices inoculados

Nivel de contaminacion Tiempo de inoculacion Aflatoxinas totales
(dias) (ng/9)

N1 (Control) 21 ND

N2 12 2246+11a

N3 15 69.62+23b

N4 21 141.48+9.4c

Valor promedio de al menos tres repeticiones + error estandar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Dunnet>0.05).
La concentracion de aflatoxinas totales estd dada en base seca.

N=Nivel de contaminacién; N1 (grano libre de aflatoxinas).

ND= No detectada (por debajo del limite de deteccion, 0.5 ng/g).



La técnica utilizada para inocular los granos de maiz (contenido de humedad,
temperatura de incubacion, tiempo y carga de espora de A. flavus) trabaj6é bastante bien,
como para obtener los tres niveles de contaminacion con aflatoxinas diferentes. Estos
valores de aflatoxinas totales (22.46, 69.62 y 141.48 ng/g), representan las
concentraciones que pueden ser encontradas en el maiz comercial con el que
comunmente se utiliza para la elaboracion de las tortillas en varias regiones de México
(Torres et al., 2001).

2. Caracterizacion de la masa

2.1. Propiedades fisicoquimicas de la masa

2.1.1. Contenido de humedad

Como se muestra en la Tabla 6.4, la humedad de las masas no presentd diferencia
estadistica significativa, referente a los niveles de contaminacién. El valor promedio de
humedad para las masas, estuvo en 54.325%. Estos valores de humedad, son los
adecuados en las masas de maiz, y le confieren ciertas caracteristicas de textura
deseables para un buen troquelado de las tortillas.

Estos contenidos de humedad son similares a los repostados por otros investigadores
gue usaron el proceso de nixtamalizacion tradicional (Flores-Farias et al., 2000;

Martinez-Bustos et al., 2001).

La humedad de la masa es un aspecto critico a considerar; masas con humedades por
debajo del 50%, son dificiles de troquelar debido a que son poco cohesivas, adhesivas y
quebradizas. Por el contrario, si hay un exceso en la humedad (arriba del 60%), las
masas son muy “pegajosas” lo cual dificulta también el proceso de troquelado de la

tortilla.



Tabla 6.4. Propiedades fisicoquimicas de las masas producidas con el PNM

Nivel de Contenido de humedad oH
contaminacion (%)

N1 (Control) 54.56 + 0.07 a 8.16 £ 0.02 a
N2 54.18 +0.34 a 8.15x0.01a
N3 54.13+0.13 a 8.15x0.01a
N4 54.43 £0.32 a 8.17x0.01a

Valor promedio de al menos tres repeticiones * error estandar.
Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Dunnet>0.05).
N=Nivel de contaminacién; N1 (grano libre de aflatoxinas); N2 (22.46 ng/g); N3 (69.62 ng/g); N4 (141.48 ng/g).

2.1.2. pH

En la Tabla 6.4, también se presentan los valores de pH de las masas obtenidas. En
general el pH promedio de ellas fue de 8.16, sin observarse diferencia estadistica
significativa entre los niveles de contaminacion. Esto en gran manera es debido a la

cantidad de cal adicionada durante el proceso de nixtamalizacion.

Bedolla y Rooney (1984) reportaron valores de pH promedios de 7.1 y 7.4 al analizar
masas obtenidas de harinas instantaneas provenientes de EUA y de México,
respectivamente. Aunque los valores son menores a los aqui encontrados para el PNM,
no se debe confundir ya que las harinas de maiz se preparan con menor cantidad de cal

gue cuando se hace de la forma tradicional.

Por otra parte, Robles et al. (1988) al investigar diferentes masas obtenidas de harinas
instantaneas reportaron valores promedio de pH de 5.2 a 10.5, siendo los mas comunes
de 7 a 9, por lo que los valores aqui encontrados se encuentran en ese rango.

2.2. Aflatoxinas totales en la masa

Es bien conocido que la distribucion de las aflatoxinas en los granos del maiz es muy

heterogénea, y que puede haber granos de maiz libres de aflatoxinas y granos muy



contaminados. Este comportamiento no aplica para la masa, ya que esta tiene un mayor
grado de homogeneidad, debido al manejo mecanico (molienda) y manual (amasado)

gue se le da durante el proceso.

En la Tabla 6.5, se muestra la concentracion de aflatoxinas totales para la masa del
PNM. Al analizar los datos, es evidente que la masa presentd una concentracion de
aflatoxinas totales menor en comparacion con la del maiz. Los porcentajes de reduccion
de aflatoxinas en la masa preparada con el maiz inicialmente contaminado con 22.46 y
69.62 ng/ g fueron 36 y 58%, respectivamente. En el caso del nivel de contaminacion 4
(N4=141.48 ng/qg), el porcentaje de degradacion fue de 82 (Tabla 6.5). En todos los
casos, los contenidos de aflatoxinas (14.41, 29.44, y 24.95 ng/g) estuvieron arriba del
limite maximo permitido en México (12 ng/g) para la contaminacion por aflatoxinas en
masa, tortilla y tostada (NOM-187- SSA1/SCFI, 2002).

Tabla 6.5. Aflatoxinas totales en masas producidas con el PNM

Nivel de Aflatoxinas totales en masa Reduccién
contaminacion (ng/9) (%)
N1 (Control) ND -

N2 1441 +0.35a 36
N3 2944 +1.71Db 58
N4 2495+299b 82

Valor promedio de al menos tres repeticiones + error estandar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Dunnet>0.05).

La concentracién de aflatoxinas totales esta dada en base seca.

N=Nivel de contaminacién; N1 (grano libre de aflatoxinas); N2 (22.46 ng/g); N3 (69.62 ng/g); N4 (141.48 ng/qg).
ND= No detectada (por debajo del limite de deteccién, 0.5 ng/g).

Los tratamientos térmicos-alcalinos de elaboracién de tortillas, reducen en cierto grado
el contenido de aflatoxinas en la masa, tal y como sucede al utilizar el PNM. Al respecto,
Castellanos (2000) evalu6 el contenido de AFB1 en diferentes productos de la

nixtamalizacion de 49 tortillerias de la ciudad de Querétaro (masa y tortillas).

Los valores reportados estuvieron en el rango de 5.04-28.5 ng/g de AFB1 para nixtamal
y masa, respectivamente. Estos valores concuerdan con lo reportado en esta

investigacion, aunque los procesos de obtencion de las tortillas hayan sido diferentes.



En la Tabla 6.6, se muestran los contenidos de aflatoxinas totales en los extractos de las
masas que fueron acidificadas simulando el pH estomacal, ya que se ha reportado que
el proceso de acidificacién de productos alcalinizados como la masa, puede revertir la

estructura modificada de las aflatoxinas a formas fluorescentes originales.

La acidificacion de los extractos a un pH similar al del estomago humano (pH=3) indic6
que la reduccion en el contenido de aflatoxinas fue casi permanente; consecuentemente,
no se observaron diferencias estadisticas. De acuerdo con estos resultados, se observo
hasta un 7% de recuperacion de fluorescencia como resultado de acidificar los extractos

alcalinos de la masa proveniente del nivel de contaminacion 4 (N4).

Tabla 6.6. Efecto del pH en la recuperacién de aflatoxinas en masas obtenidas con el
PNM

. Aflatoxinas totales en Recuperacion
Nivel de
o masa (%)
Contaminacion
(ng/9)

N1 ND -

N2 14.78 £0.27 a 3

N3 31.14+1.22b 6

N4 26.81+£0.89 c 7

Valor promedio de al menos tres repeticiones * error estandar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Dunnet>0.05).

La concentracién de aflatoxinas totales esta dada en base seca.

Cuantificacion de aflatoxinas a pH de 3.

N=Nivel de contaminacién; N1 (grano libre de aflatoxinas); N2 (22.46 ng/g); N3 (69.62 ng/g); N4 (141.48 ng/qg).
ND= No detectada (por debajo del limite de deteccién, 0.5 ng/g).

3. Caracterizacion de las tortillas

3.1. Propiedades fisicoquimicas de las tortillas

3.1.1. Contenido de humedad

En la Tabla 6.7, se muestra el contenido de humedad para las tortillas obtenidas con el

PNM. En general, no se observé diferencia estadistica significativa en este parametro,



en los 4 niveles de contaminacion. La humedad estuvo en el rango de 42.72- 42.90%,
valores muy similares a los reportados por Serna-Saldivar et al. (1988) para tortillas de
maiz y sorgo, respectivamente. En esta investigacion, la masa siempre presentd un
mayor contenido de humedad en comparacion con el de las tortillas, debido a que la

masa pierde humedad durante el proceso de coccion de la tortilla.

Tabla 6.7. Propiedades fisicoquimicas de las tortillas obtenidas con el PNM

Contenido de

Nivel de Color
S humedad pH
contaminacién (AE)
(%)
N1 (Control) 42.78 £ 0.09 a 8.23 £ 0.008 a 35.38+0.54 a
N2 4290+0.17 a 8.20+0.010 a 36.14 +0.36 a
N3 4272 +0.16 a 8.22+0.012 a 36.28 +0.46 a
N4 42.82+0.19 a 8.20 £ 0.007 a 36.61 +0.27 a

Valor promedio de al menos tres repeticiones * error estandar.
Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Dunnet>0.05).
N=Nivel de contaminacién; N1 (grano libre de aflatoxinas); N2 (22.46 ng/g); N3 (69.62 ng/g); N4 (141.48 ng/g).

3.1.2. pH

En la Tabla 6.7, se presentan los valores de pH de las tortillas obtenidas a partir del
PNM, y no se observo diferencia estadistica significativa entre los procesos.

En general el pH promedio de las tortillas fue de 8.213, esto debido a la baja cantidad de
cal que es utilizada en este proceso (0.5%). En contraste, Méndez Albores et al. (2004b)
reportaron un valor de un pH de 8.33 para el caso de tortillas obtenidas con PNT. Estos
valores de pH son muy similares al de las tortillas comerciales, considerando que en
estos procesos toda la cal adicionada, permanece en las tortillas, en otras palabras no
hay perdidas como en el caso del PNT, en el cual gran parte de la cal adicionada es

eliminada en el nejayote.

La concentracion de cal representa un factor importante en el color, olor, tiempo de vida
de anaquel y algunas caracteristicas texturales de las tortillas. Cuando el contenido de

cal no es suficiente para darle el sabor alcalino caracteristico de la tortilla, esta es



rechazada por los consumidores, pero si este compuesto esta en exceso, la tortilla se

vuelve muy astringente siendo también rechazada para su consumo.

3.1.3. Color

Los resultados de la diferencia en el color de las tortillas (AE) se presentan en la Tabla
6.7. El color de las tortillas no fue afectado por efecto de la contaminacion; todas las
tortillas estuvieron en el rango de 35.38-36.61. La concentracion de cal utilizada en el
proceso es determinante en el desarrollo del color de las tortillas, una mayor
concentracion de cal incrementa el valor de AE, alejandose del color blanco, por lo tanto,

las tortillas adquirieron un color amarillento.

Todos los tratamientos tuvieron la misma concentracion de cal (0.5% p/p), vy
consecuentemente las tortillas presentaron un color amarillento, mostrado por los
valores de AE entre 35-40. Estos valores concuerdan con lo reportado por Méndez
Albores et al. (2003) para tortillas de maiz elaboradas con el PNT. Los cambios en el
color de las tortillas, son directamente atribuidos a la cantidad de cal retenida durante el
proceso de nixtamalizacion. La cantidad de cal, afecta el color de la tortilla aunque estas
sean producidas a partir de granos de maiz blanco, ya que la intensidad de color esta
directamente relacionada a los carotenoides, flavonoides, y sobre todo el pH. Sin
embargo, el desarrollo del color durante los procesos térmicos alcalinos es mas
complejo, considerando que el Ca(OH), reacciona con los diferentes pigmentos de los
granos de maiz e interfiere con algunas reacciones tales como la caramelizacién y las

reacciones de Maillard (Gomez, 1988).

3.2. Propiedades de calidad de la tortilla

3.2.1. Grado de inflado

En la Tabla 6.8, se muestran las propiedades de calidad de las tortillas producidas con el
PNM. Como puede observarse, el grado de inflado no presentd diferencia estadistica
entre los tratamientos evaluados. En general, las tortillas presentaron un valor de 1, lo
cual significa que éstas presentaron un inflado completo (75-100%). Un buen inflado se

obtiene al crearse 2 capas (perfectas) en la tortilla; estas capas, formadas durante el



proceso de coccion en el comal, son impermeables, las cuales retienen el vapor que

ocasiona que la tortilla se infle durante el calentamiento.

En trabajos anteriores, se ha reportado que la concentracion de cal puede afectar el
grado de inflado de las tortillas; al respecto Figueroa et al. (1993) concluyeron que una
concentracion de 0.25% de cal en el proceso de elaboracion de harinas instantaneas
para la produccién de masa y elaboracion de tortillas de maiz, empleando un método
alternativo de nixtamalizacion por extrusion, era suficiente como para obtener un buen
inflado en las tortillas producidas. Aunque este valor en la concentracién de cal (0.25%),
fue mas bajo que el usado en esta investigacion (0.5%), también resulto efectivo en este
parametro de calidad, puesto que todas las tortillas presentaron un inflado completo, a

pesar de que existen variaciones en los procesos de nixtamalizacién empleados.

Tabla 6.8. Propiedades de calidad de las tortillas obtenidas con el PNM

Nivel de _ N Pérdida de peso
o Grado de inflado Rolabilidad

Contaminacién (%)

N1 (Control) la la 19.50 £ 0.47 a

N2 la la 19.48 + 045 a

N3 la la 18.99 +0.55 a

N4 la la 19.42 £ 0.60 a

Valor promedio de al menos tres repeticiones * error estandar.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Dunnet>0.05).

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

Rolabilidad: 1= no presenta ruptura; 2= ruptura aprox. del 25%; 3= ruptura aprox. 50%; 4= ruptura aprox. 75% y 5=
ruptura completa.

N= Nivel de contaminacion; N1 (libre de aflatoxinas); N2 (22.46 ng/g); N3 (69.62 ng/g); N4 (141.48 ng/qg).

3.2.2. Rolabilidad

Otra de las caracteristicas subjetivas que se evaluaron en las tortillas elaboradas con el
proceso PNM, fue la rolabilidad. Los valores se muestran en la Tabla 6.8. Como puede
observarse, este parametro tampoco fue afectado significativamente en los niveles de
contaminacion evaluados, es decir, todas las tortillas presentaron un valor de 1, definido

como tortillas sin ruptura, por lo tanto, todas las tortillas, se consideraron dentro de los



margenes de calidad aceptables, en otras palabras, éstas presentaron una textura

suave, lo cual permitié que fuesen enrolladas sin presentar ruptura.

3.2.3. Pérdida de peso

Otro de los parametros de gran importancia en la industria de la masa y la tortilla, es la
pérdida de peso que éstas sufren durante la coccion. Los valores se pueden observar en
la Tabla 6.8. El rango en la pérdida de peso estuvo entre 18.99-19.50%. Al respecto
Méndez-Albores et al. (2002) reporto valores de pérdida de peso cercanos al 30%, para
el caso de tortillas producidas con PNE, y valores cercanos al 28% para tortillas
producidas con PNT. Estas diferencias en los valores pueden deberse en gran manera a
los tipos de proceso empleados, las condiciones utilizadas, y sobre todo a los tiempos y

las temperaturas de coccion de las tortillas.

3.3. Aflatoxinas totales en tortillas

En la Tabla 6.9 se muestran los valores de contenido de aflatoxinas en las tortillas
obtenidas con el PNM. Las tortillas producidas con la masa proveniente del nivel de
contaminacion 2, 3y 4 (N2, N3 y N4), presentaron valores de 7.22, 13.58 y 23.18 ng/g
de aflatoxinas totales, lo cual corresponde a una reduccion acumulable de 68%, 80%, y
84%, respectivamente. Es bien conocido que altos contenidos de humedad favorecen la
modificacion de la estructura quimica de las aflatoxinas durante la coccién u otro
proceso que involucre el uso de calor; por lo tanto, el contenido de humedad favorecera
la hidrdlisis del anillo de lactona de la molécula de aflatoxina (Mann et al., 1967;

Samarajewa et al., 1990).



Tabla 6.9. Aflatoxinas totales en tortilla producidas con el PNM

Nivel de Aflatoxinas totales en tortilla Degradacién
Contaminacion (ng/9) (%)

N1 (Control) ND -

N2 7.22+0.85a 68

N3 13.58+0.69 b 80

N4 23.18 £2.48 ¢ 84

Valor promedio de al menos tres repeticiones * error estandar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Dunnet>0.05).
La concentracion de aflatoxinas totales esta dada en base seca.

N=Nivel de contaminacién; N1 (libre de aflatoxinas); N2 (22.46 ng/g); N3 (69.62 ng/g); N4 (141.48 ng/g).
ND= No detectada (por debajo del limite de deteccioén, 0.5 ng/g).

Las condiciones térmicas-alcalinas usadas en este proceso modificado (PNM) no fueron
las suficientes como para degradar a las aflatoxinas en niveles "seguros",
especificamente en el nivel de contaminacién 3 y 4 (N3 y N4), por lo tanto un contenido
residual de aflatoxinas siempre estuvo presente en estas tortillas. Las condiciones
normalmente empleadas en el procesamiento de las tortillas con el uso del PNT, no son
también adecuadas para destoxificar completamente el maiz contaminado para la
elaboracién de tortillas. Por lo consiguiente, varios autores han reportado que la
nixtamalizacion tradicional degrada entre el 50-92% del contenido inicial de aflatoxinas
en el maiz durante la produccion de las tortillas (Torres et al., 2001; Elias-Orozco et al.,
2002, Méndez-Albores et al., 2004a, 2004b).

En relacion con las reducciones de aflatoxinas anteriormente citadas, se puede decir
gue la degradacion de maiz contaminado con aflatoxinas varia considerablemente en
funcion de los parametros de nixtamalizacion, tales como: temperatura/tiempo de
coccion, concentracion de cal, tiempo reposo, asi como la concentracion inicial de
aflatoxinas en el maiz. Es importante sefalar que el contenido de humedad en la masa y
la temperatura/tiempo de coccion de las tortillas, son también factores que contribuyen

en mayor grado a la obtencion de valores en la degradacion mas altos.

En el caso del PNT, algunos sélidos se desechan en el nejayote (contiene mas del 60%
de los polisacaridos no amilaceos), los cuales se van a al drenaje (Nifio-Medina et al.,

2009). Estos solidos contienen principalmente porciones de pedicelo, pericarpio y



germen; en consecuencia, las aflatoxinas presentes en estas partes anatomicas del
grano son eliminadas y se extraidas en el agua de lavado. Por lo tanto, la eliminacion
fisica de las aflatoxinas es un paso crucial para su reduccion. En la presente
investigacion, no hubieron solidos que se hayan perdido durante el PNM (debido a que
este proceso no genera nejayote); sin embargo, la reduccion en los valores de

aflatoxinas fueron bastantes similares.

El primer paso en la degradacion durante la nixtamalizacion, es la induccion de la
apertura del anillo de lactona de la molécula de aflatoxina, produciendo una sal soluble
en agua, incluyendo una descarboxilacion (Coomes et al., 1966). Se ha observado que
la fluorescencia de las aflatoxinas, atribuible al anillo de lactona, desaparece en los
tratamientos térmicos-alcalinos. Sin embargo, si el tratamiento térmico-alcalino no es lo
suficientemente severo, es probable que las aflatoxinas no sean modificadas de manera
permanente y bajo condiciones acidas (tal y como sucede en el estomago de los
monogastricos), el anillo de lactona puede cerrarse y asi convertirse a su forma original
fluorescente, tal y como se observa en la Figura 6.1. Consecuentemente, la reduccién

en la fluorescencia no necesariamente puede implicar reduccion en la toxicidad.

o [ lo] o
[] OH OH
Nixtmalizacion
(=] o OCH: o Q OCH;

Aflatoxina B B-ceto acido

/N

OH

o o OCH;

Aflatoxina Dy Aflatoxina D,

Fuente: Méndez-Albores et al., 2008

Figura 6.1. Mecanismo de hidrolisis alcalina propuesto para AFB1



La Tabla 6.10, muestra el contenido de aflatoxinas totales recuperadas, utilizando una
extraccion a pH acido (simulando el pH estomacal) en las tortillas obtenidas con el PNM.
En este trabajo, el aumento en la concentracion de aflatoxinas seguido de la
acidificacion en los extractos de las tortillas vario del 1-3%. Estos valores de
recuperacion de fluorescencia son menores que los reportados por otros autores (Price y
Jorgensen, 1985; Torres et al., 2001; Méndez-Albores et al., 2004b).

Tabla 6.10. Efecto del pH en la recuperacion de aflatoxinas en tortillas obtenidas con el
PNM

Nivel de Aflatoxinas totales en tortilla Recuperacion
contaminacion (ng/g) (%)
N1 (Control) ND -
N2 7.38x£0.61a 2
N3 13.69+0.37b 1
N4 23.92+1.01c 3

Valor promedio de al menos tres repeticiones * error estandar.

Medias con la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes (Dunnet>0.05)

La concentracién de aflatoxinas totales esta dada en base seca.

Extracto de aflatoxinas a pH de 3 (acidificacion).

N= Nivel de contaminacién; N1 (libre de aflatoxinas); N2 (22.46 ng/g); N3 (69.62 ng/g); N4 (141.48 ng/qg).
ND= No detectada (por debajo del limite de deteccidn, 0.5 ng/g).

Segun estos resultados, hasta 3% de la recuperacion de fluorescencia en tortillas ocurrio
como consecuencia del acidificar con metanol acuoso tratado por alcali para las tortillas,
respectivamente. El aumento en la concentracion de las aflatoxinas después de la
acidificacion, muestra valores de recuperacion de fluorescencia en las aflatoxinas
inferiores que aquellos hechos un informe por otros investigadores (Price y Jorgensen,
1985; Torres et al., 2001; Méndez-Albores et al., 2004b). Como puede observarse en la
Tabla 6.10, los valores de recuperacion de aflatoxinas fueron menores a los encontrados
en el caso de la masa, en los cuales se encontraron valores de hasta 7%. Estas
diferencias observadas en el porcentaje de recuperacion de fluorescencia de las
aflatoxinas entre la masa y las tortillas, fue probablemente debido al proceso de coccién
de la masa empleada para hacer tortillas, ya que el calor contribuye en gran manera a la
degradacion de las aflatoxinas. En general, la acidificacion de los extractos de masa y

tortillas, no resultd en un incremento significativo en la fluorescencia, lo que significa que



la mayoria de las moleculas de aflatoxina fueron modificadas de forma permanente,

durante el proceso de nixtamalizacion con microondas (Tabla 6.10).

Finalmente, los resultados sugieren que al usar este nuevo proceso para elaborar
tortillas, s6lo un pequefio porcentaje de las aflatoxinas modificadas por el tratamiento
térmico-alcalino, pueden revertir a la forma original fluorescente debido a la acidificacion,

obteniendo asi un producto “mas seguro” para el consumo humano.



VII. CONCLUSIONES

El proceso de nixtamalizacion con microondas (PNM) con bajos niveles de
contaminacion con aflatoxinas en el maiz (22.46 ng/g), es efectivo en reducir la
concentracion de estos compuestos toxicos a niveles seguros (7.22 ng/g) en las tortillas;
considerando que la Norma Oficial Mexicana (NOM-187-SSA1/SCFI, 2002) establece un

limite maximo permisible de 12 ng/g para aflatoxinas en tortillas.

Por otra parte, al procesar maices con niveles de contaminacion tan altos como 69.62 y
141.48 ng/g de aflatoxinas totales en el maiz, el PNM no fue efectivo para degradar a las

aflatoxinas a niveles seguros en las tortillas.

Aunque en PNM, se encontr6 efectivo en degradar a las aflatoxinas en maices
contaminados con bajos niveles, la importancia de este proceso desarrollado en la
FESC, radica en que los productos del proceso tales como la masa y las tortillas, no
incrementaron la concentracion de aflatoxinas por efecto de acidificar los extractos
alcalinos; de esta manera, el proceso puede ofrecer un producto seguro para el
consumo humano en comparacion con el proceso de nixtamalizacion tradicional (PNT),
en el cual se han reportado incrementos en la concentracién de aflatoxinas de 57.2% en

masa y hasta 33.9% en las tortillas, debido a la acidificacion.

Las tortillas obtenidas utilizando el PNM desarrollado en UNIGRAS presentaron
caracteristicas funcionales, tecnoldgicas y de calidad similares a las de las tortillas

elaboradas con el uso del PNT.

Finalmente, se recomienda el uso de este proceso alterno de nixtamalizacion para la
elaboracioén de las tortillas de maiz, siempre y cuando se lleve a cabo un control estricto
en lo que se refiere a la calidad sanitaria del grano de maiz; debido a que el PNM ofrece
muchas ventajas sobre el PNT, como un menor uso de agua, la no produccion de

efluentes contaminantes, el ahorro de tiempo, entre otras.



VIll. RECOMENDACIONES

Es de suma importancia realizar otras investigaciones con el objetivo de evaluar el
posible efecto que éste proceso alterno tiene sobre la toxicidad, mutagenicidad y
carcinogenicidad de los subproductos provenientes de la degradacion térmica-alcalina

de las aflatoxinas.

Otras condiciones experimentales tales como la relacion maiz-agua, contenido de
Ca(OH), , asi como el tiempo y la potencia de coccion, deberian ser evaluadas para
determinar su efecto sobre los niveles de aflatoxinas, evidentemente sin comprometer la

calidad de las tortillas.
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X. ANEXO

Se incluye la publicacién en la revista Journal of Food Science, producto de una parte

del trabajo experimental aqui realizado.



Effect of Microwave Heating
during Alkaline-Cooking of
Aflatoxin Contaminated Maize

G.C. Pérez-Flores, E. Moreno-Martinez, and A. Méndez-Albores

Abstract To evahuate the effectiveness of maize detonafication achieved with a modified toralk king proces (MTMP),
maire contam i with aflatoxin By (AFB,) and aflatoran B; (AFB;) at levels of 22.46, 69.62, and 141.48 ng/g (AFB,
+ AFB,) was processed into tortillas. Aflatoxan content was determined according to the #9131 AOAC official method.
Based on the mesults obtained wath spiked samples (0.78 to 25 ng/g), the mean recovery was 92%, with a standard
error of 1.2, and a cocfficent vanation valoe of 4.4% The MTMP caused 68, 80, and an B4% decrease in aflatoxin
content, respectively. Extract anidification (as ocoors during digestion) prior to mycotoxn quantification caused some
reformation of the aflatooan stracture in tortillas (up to 3%). According to these results, the MTMP seems to be safe for
decontamination since a low percentage of the imtial aflatoxin concentration can be meverted to the onginal flworescent
form upon acdificaton.

Keywords: aflatoxins, Aspegpillus flavwes, maize, modified mxtzmalizaton

Practical Application: The potential presence of aflatoxins in maize destined for human consomption s 2 senows problem
to the Mexican food supply, a5 these toxic compounds may persist during the taditonal alkalme-proces for toralla
ekbomtion. Consequently, new detoxification procedures are needed that chiminate or at least manimize the affatoom
risk, through lowernng aflatoan concentration in marze-based products. Under these considerations, the use of MTMP
15 recommended, since it has defimte advantages inchading non-production of wastewater and reduced energy/time

consumpHon.

Introduction

Grains such s maire are invaded by fungi during their devel-
opment in the field, as well as during their ransport and storage.
A. flawuc is responsible for the poduction of a series of highly
toxic sbstances, from which they derived their name, aflataxins
{Sargent and others 1961).

[anmuprmniycmn:lammﬂn.\nthapw
capita consumption of sbout 120 kg/y (Plasencia 2004); which
ame traditionally made wsing the alkaline cooking process called
nixtamalization. The taditional nixtamalization process [TINF)
comsists of the cooking of the grin in sbundant water (2 w
3 L of water/kg of maize procesed), with 1% to 3% Ca(OH)z
at temperatures near boiling, for 35 to 70 min, with a steeping
period of B to 16 h. After the steeping, the ime cooking solution
(nejayote) is decanted, and the grin is thoroughly washed to leave
making the tortilles. The TNP, thongh centuries ald, is still nsed

MS 20100733 Subwified 6/29/2010, Amepied 1174/2010. Authors e with
UNAM-FESC, Crmpus 4, UNMGRAS, Unidad de Dnvestipacier Mt didsaplineta,
Cunutiflin brali, ¢ P 54714, Mévkn Divedt inguines io author Méndez- Alboer
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scale did not present seriows pmblems, it has become the cuse
of ecological problems on 2 grand s=le due to the genemtion of
in the proces, a highly polluting efuent with 2 high content of
organic matter and high pH, making degradation difficult.

In Mexico, the estimated amount of nejayote generated is about
14.4 million m’/y. The tortila is mostly elshorated by small pro-
cessors discarding the nejayote into the sewage, whereas dry masa
factories almost always treat the nejayote acrobically/anacmbiclly
which to reduce the binchemical oxygen dermand (BOT) and the chem-
ical oxygen demand (COD). Thus, noayote is one of the maost
difficult wastrwater to treat becamse it has 2 high pH (10 w 14),
contains organic soloble and insoluble solids (approcimately 534),
malization process), and 2 BOD and COD of abouwt 27 to 8.1 g
%/L and 10 to 30 g/L, respectively (Jackson and others 1988;
Pedroza-ldas and Durdn de Bania 1990; Velasco-Martinez and
others 1997; Salmeron-Alcocer and others 2003). The chemical,
physical, and biological aspects af water quality are interrelated and
mmst be considered together. For example, if efffuent with high
BOD levels is discharged into a stream or river, it will acodlerate
bacterial growth and consume the axygen, abso if the organics ane
not stabilized in the oeatment process, they will deplete dissolved
oxygen from the receiving water; this oxygen depletion can resule
in damage to the aquatic ccosystemn. On the other hand, the pH of
water affects the solobility of many nutritive chemicals; therefore,
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