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RESUMEN

Las aflatoxinas (AF) y fumonisinas (FB) son metabolitos téxicos de algunos
hongos Aspergillus y Fusarium, respectivamente, que frecuentemente contaminan
el maiz y sus subproductos, representando un riesgo para la salud publica por sus
efectos hepatotoxicos y carcinogénicos. El objetivo de este trabajo fue detectar la
presencia de AF y FB en masa nixtamalizada de molinos del area metropolitana
de Monterrey y evaluar la eficacia de la arcilla esmectita para reducir la
concentracion de estas micotoxinas cuando se adiciona en masa nixtamalizada.
En total 62 muestras fueron analizadas mediante ELISA competitivo para
deteccion de aflatoxinas totales y fumonisinas totales, y muestras representativas
fueron analizadas con HPLC para la cuantificacion de AFB;y FB;. La metodologia
involucré el secado de las masas y posterior molido y tamizaje previo a extraccion
metanolica de las muestras. Los resultados de ELISA indicaron que los valores de
aflatoxinas variaron de 0 a 22.66 ug/kg mientras que los valores de fumonisinas se
encontraron en un rango de 0 a 16.68 mg/kg. Los resultados mostraron que en el
8% de las masas las AF se encontraban por encima del limite permisible (12
Mg/kg) de acuerdo a la NOM-247-SSA1-2008, y que en el 13% las FB se
encontraban superando los niveles permitidos a nivel internacional (4 mg/kg).
Muestras representativas fueron analizadas a través de HPLC mostrando
concentraciones desde 0-6.1 ug/kg para AFB; y rangos desde 0.8-1.2 mg/kg para
FBi1. En los estudios de efectividad de la arcilla para reducir las AF en masa, se
observo desde 75 a 91.3% de reduccidon en las muestras (n=5). Para FB solo en
algunas muestras (5 de 8) se obtuvo reduccioén de entre 5.3 a 82.4%. La reduccion
para AF resulté significativa (P< 0.05) mientras que para FB no lo fue (P>0.05). En
conclusién, de acuerdo a los resultados del presente trabajo, AF y FB estan
ocasionalmente presentes en masas nixtamalizadas y la adicion de esmectita

tiene potencial para reducir AF y FB presentes en este alimento.



1.- INTRODUCCION

En el &mbito mundial, la contaminacion de los alimentos es un problema de
salud publica. Debido a los efectos que ésta ocasiona en la salud humana y
animal, y a las pérdidas econémicas asociadas para el sector agropecuario, en los
paises desarrollados se dedican innumerables esfuerzos a manera de

investigaciones y legislaciones para combatirla (Nepusz et al., 2008).

Las micotoxinas, metabolitos secundarios de algunos hongos filamentosos,
son contaminantes comunes de alimentos como semillas y granos. En algunos
paises en via de desarrollo, con sectores agricolas poco desarrollados y con
limitaciones en los sistemas de control y vigilancia, las dificultades causadas por
las micotoxinas pueden llegar a afectar de manera importante. Por esto, la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
ha divulgado desde hace algunos afos, textos relacionados a la implementacion
de ciertas préacticas con el fin de disminuir la contaminacion por micotoxinas. Entre
ellos destacan el Sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(HACCP) en la prevencion y el control de las micotoxinas, asi como el Programa
de la FAO para la Prevenciéon y Control de las Micotoxinas (Cerf & Donnat, 2011,

FAO, 2011).

En México la documentacion de informacion relacionada con los niveles de
contaminacién por micotoxinas en los alimentos es limitada debida a factores

como: la falta de politicas sanitarias claras en relacion a contaminantes naturales
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de los alimentos, los pocos recursos disponibles para investigacion, el reducido
namero de laboratorios tecnolégicamente equipados para determinaciones
especializadas y sus costos, la falta de estandarizacion de técnicas para analisis
de laboratorio y de protocolos de muestreo, la sensibilidad de los métodos de
cuantificacion utilizados y el escaso numero de profesionales con perfil de
profundizacién en la materia (Arrla-Alvarenga et al., 2012). Estudios pioneros en
nuestro pais sobre esta area se remontan a 1987 donde Torreblanca y
colaboradores documentaron la presencia de micotoxinas como aflatoxinas y
zearalanona usando cromatografia de capa fina en granos de maiz para masa

nixtamalizada (Torreblanca et al., 1987).

Estos estudios mostraron que granos destinados a consumo humano
podian contener hasta 500 pug/kg de aflatoxinas, despertando un gran interés en la
comunidad cientifica debido a los efectos carcinogénicos de este metabolito. Otros
estudios contemporaneos al de Torreblanca, documentaron que la nixtamalizacion
era capaz de reducir hasta en un 20% los niveles de aflatoxinas en las tortillas
preparadas a partir de maiz contaminado (Carvajal et al., 1987). Estudios
posteriores, como el realizado en la bodega “Las Yescas”, en el estado de
Tamaulipas, en donde niveles de hasta 295 pg/kg fueron encontrados en muestras
de maiz, resaltaron la importancia de las micotoxinas, de los posibles efectos
econdmicos de la contaminacion del maiz y de la falta de buenas préacticas de

control en el almacenaje de este cereal (Carvajal & Arroyo, 1997).



Estudios mas recientes revelan que niveles de contaminacion de hasta 385
pg/kg de aflatoxinas pueden ocurrir en productos como tortillas de maiz colectadas
en México (Castillo-Urueta et al., 2011). Todos estos estudios revelan que México
ha tenido que lidiar con el problema de las micotoxinas por cerca de 20 afios y que

esta problemética es comun y dificil de controlar.



1.1. OBJETIVO GENERAL

Documentar y cuantificar la presencia de aflatoxina y fumonisina en masa
obtenida de molinos del &rea metropolitana de Monterrey, y evaluar la eficacia de
un aditivo mineral natural basado en arcilla esmectita para ligar y reducir la

disponibilidad de ambas micotoxinas in vitro.



1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Ubicar un numero representativo de expendios (molinos) en los cuales se ofrecia

el servicio de molido de masa y venta de masa nixtamalizada.

. Aplicar cuestionarios acerca de frecuencia del uso de ese servicio y del consumo

de productos de maiz en general.

Determinar el contenido de aflatoxinas y fumonisinas totales mediante una prueba
de anticuerpos (ELISA); asi como AFB; y FB; por cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC).

Evaluar el efecto de adicionar a la masa un aditivo mineral basado en arcilla
esmectita sobre la reduccion de la disponibilidad de aflatoxinas y fumonisinas en la

masa.



1.3. HIPOTESIS

Las aflatoxinas y fumonisinas estan presentes en masa nixtamalizada de
molinos y la adicion de arcilla esmectita en esta masa reduce los niveles de ambas
micotoxinas in vitro. Por consiguiente la exposicion de ambas micotoxinas

disminuira en este alimento.



1.4. JUSTIFICACION

Cereales como el maiz, que son utilizados ampliamente en la alimentacion
humana y animal, sufren frecuentemente contaminacion por algunos hongos que
sintetizan micotoxinas, tales como aflatoxinas y fumonisinas. Estas micotoxinas
pueden ocurrir en derivados de maiz tales como la masa nixtamalizada y pueden

tener efectos importantes en la salud de sus consumidores.

Es importante resaltar que aunque en México, la presencia de AFB; ya ha
sido documentada en algunos alimentos basados en maiz, la presencia de FB1 no

ha sido adecuadamente investigada.

De mayor importancia es encontrar estrategias que sean Utiles para
prevenir el riesgo de exposicion a estas micotoxinas. Estas estrategias idealmente
deben ser faciles de implementar y de bajo costo, también deben ser
culturalmente aceptables. En este sentido, la adicién de arcilla esmectita en la
masa constituye una tecnologia con potencial para la reduccion del riesgo a

exposicion de aflatoxinas y fumonisinas.



2.- REVISION DE LITERATURA

2.1. Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por algunos
hongos, dentro de los cuales se encuentran como principales productores a
especies de Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Estos hongos frecuentemente
colonizan y contaminan insumos que son utilizados en la alimentacion humana y
animal. Se cree que aproximadamente el 25 % de la produccidon de cereales a
nivel mundial se encuentra contaminada con micotoxinas (CAST, 2003; Zain,
2011). Algunas micotoxinas son toxicas para los humanos y animales aun en

bajas concentraciones.

Las micotoxicosis resultan principalmente por el consumo de alimentos
contaminados, aunque también se han reportado casos de intoxicacion a través de
la piel, por tocar sustratos contaminados con cepas toxigénicas, o por inhalacion
de las esporas y fémites que contienen micotoxinas. Los sintomas de una
micotoxicosis dependen de factores tales como el tipo de micotoxinas, la cantidad
y la duracién de la exposicién, la edad, la salud y el sexo del individuo expuesto.
La gravedad de la intoxicacion por micotoxinas se puede aumentar mediante
factores como deficiencias de vitaminas, bajo consumo de calorias, abuso del
alcohol, enfermedades infecciosas, inmunosupresion, desnutricién y la interaccion
sinérgica con otras toxinas (Cano-Sancho et al., 2013; Bezerra da Rocha et al.,

2014)



Los principales factores que influyen sobre la toxicidad de las micotoxinas
en los humanos son: la cantidad, la biodisponibilidad, la toxicidad inherente, los
sinergismos, la continuidad o intermitencia de ingestion, el peso del individuo, su
estado de salud y su edad. Este ultimo factor es muy relevante ya que los nifios y
los jovenes son mas susceptibles a la toxicidad de las micotoxinas debido a un
mayor metabolismo basal y a que ellos pueden no tener suficientes mecanismos

bioquimicos para la detoxificacién (Kuiper-Goodman, 1995; Siloto et al., 2013).

Existe una amplia variedad de micotoxinas que se pueden encontrar como
contaminantes de granos de cereales, de las cuales, las mas importantes son las
aflatoxinas debido a su potencial carcinogénico. De las aflatoxinas mas
estudiadas, la aflatoxina B; (AFB1) (Figura 1) es la mas frecuente en alimentos y
la mas toxica para los mamiferos. La AFB; es uno de los carcinbgenos mas
potentes conocidos en la naturaleza y es clasificado como carcin6geno humano
del grupo 1 por la Agencia Internacional de Investigacion sobre Cancer (IARC,
2012; Matsuda et al., 2013). Ademas, esta toxina es hepatotdxica, teratogénica y
mutagénica, causando dafios como la hepatitis toxica, hemorragias, edema,

inmunosupresion y el carcinoma hepatocelular (IARC, 2012; Reddy, 2009).



Figura 1.- Estructura quimica de la AFB;.

2.2. Aflatoxinas

La palabra aflatoxina (AF) proviene de la primera letra “A” que define al
género Aspergillus, seguida de las tres letras “fla” correspondiente a la especie
flavus y el sustantivo “toxina” que significa veneno (Ellis et al., 1991). En particular
Aspergillus flavus y A. parasiticus, los mayores productores de aflatoxinas, son
contaminantes comunes en la agricultura. A. bombycis, A. ochraceoroseus, A.
nomius y A. pseudotamari también son especies productoras de aflatoxinas, pero
son encontrados con menor frecuencia (Giray, 2007; Klich-Maren, 2007). Los
hongos Aspergillus se caracterizan por no producir conidiéforos septados y
pueden producir cierto tipo de conidias llamadas esclerotias que tiene funcion de
espora, dandole resistencia en la adversidad de climas como desecacion o
congelamiento, o bajo condiciones de carencia de nutrientes (Garcia-Cela, 2012,
Marin et al., 2013). Las especies de Aspergillus son de distribucion mundial,

pudiendo crecer en una gran variedad de condiciones ambientales y sobre una
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gran cantidad de alimentos. La presencia de este hongo no necesariamente
implica presencia de aflatoxinas pues hay cepas no toxigénicas. Sin embargo, la
ausencia visible del hongo en el alimento no necesariamente implica que el
alimento no tenga aflatoxinas, debido a que la toxina puede persistir alin después
de que el hongo ha desaparecido, e incluso después de la coccion del alimento

(Wiemann & Keller, 2013).

Las aflatoxinas fueron por primera vez aisladas y caracterizadas en
Inglaterra después de la muerte de mas de 100,000 pavos a causa de una
patologia denominada la enfermedad “X” que ocurrié en la década de los 60 y que
fue asociada con el consumo de productos de cacahuete contaminados (Fountain

et al., 2014; Wogan, 1966).

Dentro de las AF mas comunes se encuentran la AFB;, AFB,, AFG; y AFG;
(Figura 2); esta clasificacion se basa en los colores de fluorescencia emitidos con
luz ultravioleta y designados como “B” para azul y “G” para verde de acuerdo con
su origen del Inglés “blue” y “green”, y a la movilidad cromatografica relativa en
capa fina (Degola et al., 2012). La AFB; es la mas importante ya que esta
clasificada como carcindgeno del grupo | por la International Agency for Research
on Cancer (IARC). Las demas aflatoxinas (M1, My, P31, Q1, aflatoxicol, etc.) ocurren
como productos metabdlicos de sistemas microbianos o animales pero no ejercen

una toxicidad elevada.
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Las toxinas tipo B se caracterizan por la fusiébn de un anillo ciclopentanona
a un anillo lactona de la estructura cumarina (Figura 2), mientras las toxinas G
contienen un anillo lactona fusionado en lugar del anillo ciclopentanona (IARC,

2012; Nicolas-Vazquez et al., 2010; Suarez-Bonnet et al., 2013).

0
ol

AFG, AFG;

Figura 2.- Estructuras quimicas de las aflatoxinas mas comunes tomado de

(Marin et al., 2013).

Estas aflatoxinas pueden estar presentes en algunos cereales desde antes
y después de la cosecha. La rapidez y el grado de contaminacién dependen
directamente de diferentes factores tales como la temperatura, la humedad,
actividad del agua, micobiota concurrente, dafio fisico de los granos o semillas, asi

como las condiciones de almacenamiento de estos (EFSA, 2007). Algunos

12



estudios han reportado que los nutrientes y el tipo de sustrato son factores
importantes para la produccion de aflatoxinas, la cual es estimulada por un alto
nivel de carbohidratos y un bajo nivel de proteinas, ya que los carbohidratos
proveen los carbonos precursores para la sintesis de la toxina. Por esta razén, el
maiz, es un buen sustrato para la produccién de aflatoxinas debido a su alto

contenido de carbohidratos y bajo contenido de nitrégeno (Viquez et al., 1994).

La AFB; es toxica para una amplia gama de especies animales y aunque es
principalmente un hepatocarcindégeno y hepatotoxina, puede causar otros efectos
como inmunosupresion, anemia, reduccion de la tasa de crecimiento, disminucién
de la produccion de leche y huevo, reduccion de la fertilidad, de la utilizacion del
alimento y de la eficiencia alimenticia. Se ha demostrado que AFB; induce el
carcinoma hepatocelular en muchas especies de animales, incluidos los peces
(trucha arco iris, salmon rojo y guppy), aves (pavos, patos, y gansos), primates no
humanos (rhesus, macaco de Java, verde africano, y la ardilla monos) y los
roedores (ratas, ratones y musarafas de arbol) (Rawal et al., 2010; Siloto et al.,

2013).

El efecto téxico de las aflatoxinas en animales se divide en dos tipos: agudo
y cronico. El primer tipo se manifiesta como una hepatitis aguda, con fiebre,
depresion, inapetencia y diarrea. El segundo tipo se manifiesta como un
hepatocarcinoma y los sintomas como vomito, dolor abdominal y hepatitis se van
presentando paulatinamente hasta causar la muerte (Eaton et al., 2010; Wild &

Gong, 2010).
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La exposicion a aflatoxinas se produce principalmente por ingestién de
comidas contaminadas. La inhalacién de estas toxinas también puede suceder
ocasionalmente debido a exposicion de tipo laboral. Dentro de los efectos de las
aflatoxicosis agudas en los seres humanos se encuentran vOmitos, dolor
abdominal, edema pulmonar, coma, convulsiones, higado graso, edema cerebral
severo, asi como afectaciones a rifion y al corazén (Goossens et al., 2012; Mary et

al., 2012; Rawal et al., 2010).

2.3. Mecanismo de accién y metabolismo de las aflatoxinas

El mecanismo de accion toxica de las aflatoxinas, involucra la formacion de
ligandos entre uno de sus metabolitos (producido en el higado luego de la
ingestion de la toxina), con el ADN de los hepatocitos, causando alteraciones en
su replicacion (Wild & Turner, 2002). La ruta de activacion es la conversion de
AFB; en el metabolito AFB;-8,9-epoxido por los citocromos P-450 (CYP-450). La
formacion del epoxido requiere la presencia de un doble enlace entre los carbonos
Cs-Cy, por esta razon las aflatoxinas B, y G, son practicamente atoxicas en

comparacion con las aflatoxinas B; y G; (Eaton et al., 2010).

En mamiferos las funciones de los CYP-450 estan bien descritas, pero la
informacion es limitada en aves de corral, especialmente en el contexto del
metabolismo de AFB;. Los CYP-450 son oxidasas de funcién mixta que catalizan
la biotransformacién de una amplia variedad de xenobiéticos. Ellos son una

superfamilia de hemoproteinas que ayudan en la oxidacion de diversos sustratos
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tales como esteroides, eicosanoides, productos farmacéuticos, plaguicidas,
contaminantes y carcindégenos (Gross-Steinmeyer & Eaton, 2012; Rawal et al.,

2010).

Para que la accién toéxica de la aflatoxina ocurra es necesario que ésta
tenga un cambio metabdlico, el cual ocurre cuando la AFB; llega al higado de los
organismos que la ingieren. Dicho cambio ocurre en las células hepéticas, y es
causado por los CYP-450 microsomales a través de una reaccion en la que
participan oxigeno y las enzimas dependientes del NADPH localizadas en el
reticulo endoplasmico. Asi, una vez absorbida la AFB; desde el tracto digestivo

llega al tejido hepatico donde pasa por dos fases de biotransformacion:

Fase I. por accion de enzimas especificas del tipo CYP-450 (principalmente
la CYP1A2, 2A6 y 3A4) que producen derivados reducidos y oxidados, algunos de
ellos con actividad carcinogénica. Uno de los productos del metabolismo en esta
Fase | es el compuesto AFB; exo-8,9-epoxido, el cual es altamente inestable y se
une con alta afinidad a la guanina (GUA) reaccionando covalentemente con el
ADN para formar aductos AFB;-GUA (Figura 3) responsables de los efectos
carcinogénicos y mutageénicos de las aflatoxinas. La velocidad de generacion de
este metabolito activo es dependiente de la dosis, aumentando cuando la dosis de
aflatoxina disminuye. El aducto, que ha sido identificado como el 8,9 -dihidro-8-
(N7-guanil)-9-hidroxiaflatoxina B1 (AFB;-N7-guanidina) no es removido del ADN
debido a que su anillo imidazol se abre y forma una molécula mas estable quimica

y biolégicamente, la AFB;-formamidopirimidina (AFB:-FAPY), que puede causar
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errores en las transcripciones subsecuentes del ADN. Este compuesto puede
estar presente por mas de una ronda de replicacion del ADN, y se sugiere que es
muy importante durante la iniciacion del tumor, ya que da lugar a una transversion

G — T en la tercera base del codon 249 del gen p53. La persistencia del aducto

AFB;-FAPY en tejido hepético y la formacién de tumores se han demostrado en
varios modelos experimentales (Eaton et al., 2010; Groopman et al., 2005; Gross-
Steinmeyer & Eaton, 2012; Guarisco et al., 2008; Guarisco et al., 2008; Smela et

al., 2001; Wild & Gong 2010).

OCH

Figura 3.- Formacion del aducto aflatoxina B,y la guanina del ADN.

Tomado de (Wild & Turner, 2002).

Fase II: EI metabolismo de AFB; incluye también a aquellas reacciones de
conjugacion enzimatica que inactivan al 8,9-epoéxido, el cual puede hidrolizarse
espontaneamente a 8,9 dihidrodiol, o bien puede conjugarse con glutation
formando un aducto con este tripéptido (AFB;-SG). Este compuesto se forma por

la accion catalitica de enzimas de la superfamilia glutation S-transferasas (GTS).

16



El conjugado AFB;-SG es el metabolito biliar mas abundante y es excretado
en la orina (Figura 4). Algunas investigaciones han reportado que la inclusién de
antioxidantes en la dieta, aumentan los niveles de GTS, y han mostrado una
mayor eliminacion de AFB1-SG en la orina de los animales tratados. De ahi que el
tipo de dieta de una poblacion podria ser determinante en su respuesta a la
ingestion de alimentos contaminados con AFB; (Groopman et al., 2005; Guarisco

et al., 2008; Moudgil et al., 2013; Wild & Turner, 2002).
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Figura 4.- Ruta metabdlica de AFB; que conduce a metabolitos y biomarcadores.

1A2:CYP1A2; 3A4:.CYP3A4; 3A5.CYP3A5; GST:glutation S-transferasa,
AFAR:Aflatoxin-aldehido reductasa; Aflatoxin-S-G:aflatoxin—glutation conjugado

(Wild & Turner, 2002).
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2.4. Fumonisinas

Las fumonisinas son otras micotoxinas que frecuentemente contaminan el
maiz y que han ganado importancia reciente. Estas toxinas son producidas por los
hongos Fusarium verticilloides y Fusarium proliferatum. Se estima que el 59 % del
maiz y sus productos a nivel mundial se contaminan con fumonisinas, entre las
cuales se encuentran FA;, FA;, FBi, FB,, FBs y FB4. Se considera que en los
granos de maiz, FB, y FB3 se producen simultdneamente con FB; (Figura 5),
siendo ésta la mas toxica, y por consiguiente clasificada dentro del grupo 2 B de la
IARC (Domijan, 2012). La FB; es la fumonisina mas prevalente, ya que se ha
reportado su presencia en alrededor de 70 a 80% del contenido de fumonisinas
totales. La fumonisina FB; contiene una cadena larga de hidrocarburos, similar a
la esfinganina y esfingosina. La FB; difiere de FB; so6lo por la ausencia del grupo
hidroxilo en Co. La FB3 difiere de FB; por la ausencia del grupo hidroxilo en Cs, y
FB4 carece tanto de los grupos hidroxilo en Cs como Cyo (Grenier et al., 2012; Zain,
2011). La FDA recomienda que las fumonisinas totales en la alimentacién humana

deben limitarse a 4 ppm (FDA, 2001).

Figura 5.- Estructura quimica de FB;.
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2.5. Mecanismos de toxicidad de las fumonisinas

Los efectos toxicos de las fumonisinas van desde la hepatotoxicidad y la
toxicidad renal, hasta efectos especificos de la especie animal, tales como edema
pulmonar en cerdos, leucoencefalomalacia en caballos y tumores en ratas. En los
seres humanos, la exposicién a fumonisinas se ha relacionado con el cancer de
esofago y defectos en el desarrollo del tubo neural. El efecto en el intestino ha sido
menos investigado, pero las alteraciones de las vellosidades, reducen la expresion
de mediadores inmunes y se ha detectado un aumento en la colonizacion
intestinal por bacterias patdégenas oportunistas en lechones (Gelderblom &

Marasas, 2012; Gelderblom et al., 2008; Marasas, 2004; Voss, 2007).

La FB; afecta los principales procesos celulares, tales como el crecimiento
y la diferenciacion celular, la apoptosis y el estrés oxidativo. Algunos autores han
demostrado que FB; tiende a ser carcinogénica tanto en el higado como en el
rifidn, debido a la interrupcion de la biosintesis de los esfingolipidos (Mary et al.,
2012) ya que FB; es altamente polar, por lo que atraviesa la membrana plasmatica
probablemente a través de transportadores de aminodacidos, y es capaz de
interactuar con estructuras subcelulares alterando la funcion celular. Esta toxina es
resistente a las condiciones de temperatura y preparaciéon de alimentos que
normalmente se utilizan en el sector agroalimentario y por lo tanto representa un
riesgo significativo para la salud humana y animal (Scott, 2012). Se estima que el
promedio de rango de consumo diario para humanos de FB;varia entre 12 y 140
ppm; sin embargo, en regiones geograficas donde el maiz es el principal alimento

(por ejemplo, Sudéafrica), su consumo puede llegar hasta 2500 ppm (Lombard et
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al., 2014). Si bien el mecanismo citotoxico de FB; se atribuye a la interrupcion del
metabolismo de los esfingolipidos, sus mecanismos subyacentes especificos para
la promocién de cancer aun son desconocidos (Karuna & Rao, 2013). La toxicidad
de FB; Hidrolizada (HFB;) no esta bien documentada, reportes in vitro e in vivo,
indican que la HFB; tiene una capacidad limitada para inhibir la accién de la

ceramida sintetasa (Voss et al., 2009).

En los mamiferos, la concentracion de esfingosina es, por lo general, de 3 a
5 veces mas elevada que la de esfinganina. La esfinganina N-aciltransferasa y la
esfingosina N-aciltransferasa o ceramida sintetasa son enzimas fundamentales en
el metabolismo de la biosintesis de los esfingolipidos (Voss, 2007; Voss et al.,
2009). Las fumonisinas pueden alterar la concentracién y la proporcion entre la
esfinganina y la esfingosina de forma que se disminuye la biosintesis de la
esfingosina y se acumula esfinganina. Estas micotoxinas pueden, en células
eucarioticas, bloquear la biosintesis de los esfingolipidos complejos, que son la
base de formacion de mensajeros secundarios que controlan los diferentes
procesos entre células tales como la activacion y desactivacion de proteinas
especificas y la expresion genética (Frisvad, 2007; Gelderblom et al., 2008). La
acumulacion de esfinganina y esfingosina es una causa principal de la toxicidad de
la fumonisina B;, ya que ambas pueden ser citotdxicas, y tienen efectos
inhibidores del crecimiento, ademas de que estas bases esfingoides inducen la
apoptosis. El aumento de la apoptosis parece jugar un papel importante en los
efectos toxicos, incluyendo la induccion de tumores. Sin embargo, se debe

mencionar que la reduccién de la concentraciéon de la ceramida y el aumento de la
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concentracion de esfingosina-1-fosfato pueden también dar lugar a una inhibicién
de la apoptosis y promueve la mitosis y la regeneracion celular (Bondy et al., 2012;

Gelderblom & Marasas, 2012; Lazzaro et al., 2012).

2.6. Papel de las aflatoxinas y fumonisinas como carcinégenos

El carcinoma hepatocelular (CHC), es la sexta causa principal de muertes
por cancer en el mundo (Persson et al., 2012). De los 550,000-600,000 nuevos
casos reportados cada afo a nivel mundial, se estima que entre 25,000 y 155,000
se pueden atribuir a exposicion a aflatoxinas. La mayoria de los casos ocurren en
Africa, sudeste asiatico y China, cuyas poblaciones ademéas tienen alta
prevalencia de Hepatitis B Viral (HBV) y existen pocos controles en la
contaminacion de alimentos por aflatoxinas y fumonisinas (Domijan, 2012; Liu,
2010; Pizzolitto et al., 2012). Ambas micotoxinas, AFB; y FB; se han relacionado
al desarrollo de CHC actuando como promotor de cancer y carcindgeno completo,

respectivamente (Sozmen et al., 2013).

Por otra parte, para FB1, se ha propuesto que la inhibicion de la produccion
de ceramida sintetasa podria conducir a una reduccién de la apoptosis y
supervivencia de células con ADN dafiado, a un incremento en la estimulacion de
la divisién celular y al aumento de la regeneracion celular que por consiguiente
fomentan la carcinogénesis. Sin embargo se sabe muy poco, sobre los efectos de
FB: en los seres humanos y las investigaciones se han llevado a cabo
mayormente en roedores. Algunos estudios ecologicos han reportado

correlaciones entre FB; en los tipos de alimentos y el carcinoma de células
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escamosas locales del es6fago y cancer de higado, pero los estudios ecoldgicos
proporcionan sélo una débil evaluacion de cualquier carcinégeno. Un unico
estudio epidemiolégico utilizando un biomarcador de la exposicion individual no
encontré ninguna asociacién con el riesgo de cancer de estbmago o esoféagico

(Domijan, 2012; Persson et al., 2012).

2.7. Estrategias para reducir la exposicion a aflatoxinas y fumonisinas

Se han desarrollado varias estrategias para reducir la exposicion a las
aflatoxinas, algunas de ellas basadas en el uso de agentes quimicos como el
ozono (McKenzie et al., 1998) y otras que promueven la conjugacion de las
toxinas para ser eliminadas por orina (Wang et al., 1999). Algunas estrategias han
sido implementadas como tecnologias propias de la preparacion de alimentos de
maiz, por ejemplo la nixtamalizacion. La eficacia de este proceso ancestral para
reduccion de aflatoxinas ha sido muy controversial, ya que algunos autores han
documentado que la alcalinizacion con hidréxido de calcio solo afecta
estructuralmente a la molécula, abriendo sus anillos de lactona reduciendo su
fluorescencia, sin embargo una vez que la toxina alcanza ambientes acidos tales
como los encontrados en el jugo gastrico durante la digestién de alimentos, ésta
recobra su estructura original y toxicidad (Elias-Orozco et al., 2002; Guzman-de-
Pena et al., 1995; Nicolas-Vazquez et al., 2010). Para el caso de las fumonisinas,
el tratamiento alcalino del maiz contaminado, escinde mediante hidrdlisis el acido
tricarbalilico de las cadenas laterales de FB; que conducen a la formacién de la
HFB,. Esta conversion de FB; a HFB; también se puede obtener por la

degradacion microbiana, a través del uso de carboxilesterasas de fumonisinas,
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enzimas especificas del catabolismo de FB; (Heinl et al., 2010; Murphy et al.,

1996).

2.8. Uso de arcillas como enteroadsorbentes

Constantemente se estdn buscando nuevas estrategias para reducir la
presencia de micotoxinas en los alimentos. Un enfoque prometedor y practico
parece ser la adicién, a alimentos contaminados, de materiales adsorbentes no
nutritivos, tales como aluminosilicatos naturales del tipo esmectita (p. ej.
montmorillonita, bentonita) (Dakovi¢ et al., 2008). Desde la época de los 70’s se ha
impulsado el uso de arcillas naturales, tales como la montmorillonita (Figura 6), ya
gue se encuentran ampliamente distribuidas en todo el mundo. Mediante
investigaciones con arcillas realizadas en paises como EE.UU., Japén, México,
India, China y Argentina, se ha observado que estas arcillas son promisorias para
secuestrar aflatoxinas y propiciar con ello la reduccién de su toxicidad (Deng et al.,

2010; Phillips et al., 2006).
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Figura. 6.- Estructura tridimiensional del alumniosilicato (Marroquin
Cardona et al., 2009).

Las bentonitas son arcillas minerales resultantes de la descomposicion de
cenizas volcanicas, compuestas principalmente de esmectitas. Reciben este
nombre por sus propiedades de expansion y deshidratacion. Existen seis tipos de
esmectitas pero las mas abundantes en la naturaleza y las mas efectivas como
adsorbentes de aflatoxinas son las montmorillonitas. Estas arcillas tienen la
capacidad de reducir efectivamente la biodisponibilidad de AFB; y FBi que se
encuentra en los alimentos contaminados (Dakovi¢ et al.,, 2010; Marroquin

Cardona et al., 2009; Vekiru et al., 2007).

Muchas bentonitas se han probado en numerosos ensayos de alimentacion
animal en especies como pollos, pavos, patos, cerdos, corderos, visones, truchas,
tilapias, vacas lecheras y cabras (Deng et al., 2010). Estudios clinicos en los que

la arcilla comercial NovaSil (BASF, Alemania) fue afiadida a la dieta humana, a
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niveles altos y bajos, tuvieron resultados prometedores en la reduccion de
biomarcadores de exposicion. En estos estudios, las concentraciones del aducto
aflatoxina Bj-albumina en muestras de sangre y de la aflatoxina M, un metabolito
de la aflatoxina B, presente en la orina, fueron reducidos de manera dependiente
de la dosis de arcilla (Afriyie Gyawu et al., 2008 a; Afriyie Gyawu et al., 2008 b;

Phillips et al., 2008; Wang et al., 2008).

Algunos autores han discutido la mineralogia y las propiedades quimicas de
las bentonitas, relacionadas con la adsorcion de aflatoxinas. Para esto se
establecieron protocolos para modificar las esmectitas o zeolitas con cationes
inorganicos, amonio cuaternario organico, y fosfatidilcolina, para aumentar la
capacidad de adsorcion a través de los minerales y con ello reducir los niveles de
las aflatoxinas. Asi mismo se ha investigado la interferencia de otros ingredientes
alimentarios en la harina de maiz respecto a la adsorcion de aflatoxinas, con el fin
de seleccionar o modificar esmectitas que desintoxican efectivamente aflatoxinas y
mejorar la selectividad de las mismas para su uso en piensos. EI mecanismo
molecular de la interaccion de la aflatoxina y la esmectita también ha sido
investigado (Deng et al.,, 2010; Dixon et al., 2008; Jaynes et al., 2007), sin
embargo no existe hasta ahora un mecanismo aceptado que pueda considerarse

como uUnico.

Algunas investigaciones sugieren que las superficies basales externas, los
bordes y el espacio entre las capas son los posibles sitios de adsorcién de

aflatoxinas, mientras que otras basados en la simulacibn computacional y
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observaciones realizadas en experimentos, concluyen que la adsorcién se
produce solo en las superficies de borde externo y que el espacio entre capas es
inaccesible para las toxinas. Otros estudios sugieren que la integridad de los
espacios interlaminares (capas) son indispensable para la adsorcion ya que al
colapsar la arcilla (p. ej. NovaSil) con calor de hasta 800 grados Celsius, se reduce
la adsorcion de aflatoxinas de manera significativa. Los autores designaron este
mecanismo quimisorcion selectiva (Deng & Dixon 2002; Desheng, 2005; Phillips et

al., 2002; Phillips et al., 1995).

Algunos autores han sugerido mecanismos de accion que involucran
interacciones del tipo ion-dipolo y puentes de hidrégeno entre los grupos carbonilo
de la toxina y los cationes intercalados en el espacio intralaminar (Deng &
Szczerba, 2011), mientras que otros han propuesto modelos de unién, tales como
un modelo de donante - receptor de electrones (Phillips et al., 2006; Phillips et al.,
2002); asi como la quelacion de los dos grupos carbonilo con borde incoordinado

de aluminio (Smith et al., 1994).

Para fumonisina, se han reportado posibles mecanismos de accion de las
arcillas tales como la adsorcién de la toxina en la capa superficial de la arcilla. Un
posible mecanismo de accién que se ha sugerido tiene que ver con la protonacion
del grupo amino en el C, de la molécula que ocurre en las condiciones acidas del
estbmago. Esta protonacion carga positivamente a la fumonisina haciendo que se

ligue a la superficie interlaminar negativa de la arcilla (Robinson et al., 2012).
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A través de estos posibles mecanismos descritos para ambas toxinas, la
arcilla es capaz de adsorber las micotoxinas durante su paso por el tracto
gastrointestinal de animales y seres humanos, reduciendo asi la biodisponibilidad

de las mismas hacia la sangre y otros érganos (Marroquin-Cardona et al., 2011).
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3.- MATERIALES Y METODOS

Para la primera fase se localizaron expendios de masa nixtamalizada
(molinos) representativos del area metropolitana de Monterrey, en total se
encontraron diez para cada uno de los siguientes municipios: Monterrey, Apodaca,
San Nicolas de los Garza, Guadalupe, Santa Catarina y General Escobedo; para
el municipio de San Pedro Garza Garcia, sélo se encontraron dos expendios de
masa nixtamalizada, resultando asi un total de sesenta y dos molinos

muestreados.

Asi mismo se aplico un cuestionario (ver Anexo No. 8.1.) para documentar
el proceso de nixtamalizacion que se utilizaba en los molinos o de qué manera la
poblacién prepara la masa que ahi se procesa, asi mismo se consideré conocer la

frecuencia de consumo de los diferentes productos de maiz que existen.

Los resultados de este cuestionario fueron sometidos a un anlisis
estadistico no paramétrico usando la prueba de alfa de Cronbach, el cual
demuestra la confiabilidad de estos instrumentos bajo este andlisis (Cabello &

Chirinos, 2012).
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La formula de este analisis consiste en lo siguiente:

K Y. Vi
X= —— - =
K—1 YVt

a= alfa de Cronbach
K= Ndmero de items
Vi= Varianza de los items

Vt= Varianza total

3.1. Preparacion de las muestras

Una vez ubicados los molinos, se procedio a colectar muestras de masa
nixtamalizada. Cada muestra consistié en 500 g de masa, la cual fue sometida a
un proceso de secado en una estufa de aire forzado, a temperatura de 65° C
durante 48 horas. Una vez deshidratada, la masa fue pulverizada en un molino
marca THOMAS-WILEY® (ThermoScientific, Waltham, MA, USA) modelo 4 con
tamiz interno de 1 mm y tamizada usando un tamiz de la marca FISHERBRAND®
(ThermoScientific, Waltham, MA, USA) modelo No. 20 con 850 um de apertura. El

resto de la masa fue congelado a -20 °C para futuros analisis.
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3.2. Inmunoensayos para aflatoxinas y fumonisinas totales

Para la extraccion de las aflatoxinas se realizaron los procedimientos
descritos en el manual del estuche comercial de AgraQuant® de los laboratorios
Romer (Singapore Pte. Ltd.) para deteccion de aflatoxinas totales. Las muestras
para extraccién consistieron en 20 g de masa previamente deshidratada y
tamizada. La solucién de extraccion (70:30 metanol:agua) se prepar6é tomando 70
mL de metanol grado ACS (Jalmek, México) y 30 mL de agua bidestilada, para
tener un total de 100 mL para cada muestra. Las mezclas de muestra mas
solucion de extraccion fueron licuadas durante tres minutos a alta velocidad en
una licuadora convencional, para posteriormente filtrar la mezcla a través de papel
filtro Whatman (GE, Healtcare; UK) No. 1. El filtrado que se obtuvo fue utilizado

para los analisis de micotoxinas correspondientes.

3.2.1. Extraccion de aflatoxinas y fumonisinas

El estuche comercial AgraQuant® es un ELISA directamente competitivo en
el cual las aflatoxinas extraidas de las muestras y las micotoxinas controles
competiran con las aflatoxinas conjugadas a enzimas por los sitios de unién
disponibles de los anticuerpos que se encuentran recubriendo los pocillos de
dilucion. El estuche consta de una solucion de conjugado, cinco viales que
contienen soluciones concentradas de aflatoxinas (controles), una solucién de
sustrato que contiene la enzima para la reaccion colorimétrica, que desarrolla un
color azul, y la solucion bloqueadora o de alto encargada de detener la reaccién

colorimétrica de la union del sustrato con el conjugado. El resultado colorimétrico
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es inversamente proporcional a la concentracion de aflatoxinas en la muestra o en

los controles.

3.2.2. Procedimientos

Se utilizaron placas de 48 6 96 pocillos de dilucion. Para la curva de
calibracién, en los pozos respectivos se depositaron por separado 100 yL de cada
una de las soluciones control, que incluian concentraciones de 0, 4, 10, 20 y 40
pHg/mL (ppb) de aflatoxinas totales. Después se agregaron 100 pL de la solucion
previamente extraida de cada muestra, para posteriormente adicionar 200 pL de la
solucion de conjugado a cada uno de estos pocillos. Después de esto, la solucion
en cada pocillo se mezcléo en tres ocasiones usando una micropipeta, y se
tomaron 100 pL que fueron colocados en pocillos recubiertos con anticuerpos y se
dejo reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después, éstos se
voltearon para desechar el sobrenadante y se enjuagaron cinco veces con 300 uL
de agua destilada. Al terminar, a cada pozo se le colocaron 100 pL de la soluciéon
sustrato y se dejo actuar durante cinco minutos. Posteriormente se aplicaron 100
ML de la solucién bloqueadora o de alto y cinco minutos después se coloco la
placa con pocillos en un espectrofotdmetro lector de placas de ELISA Chromate®
Microplate Reader (Awareness Technology Inc. Palm City, FL, USA) para su
lectura a 450 nm de longitud de onda. Las densidades Opticas obtenidas fueron
usadas para cuantificar la concentracion de aflatoxinas totales en base a la curva

de calibracion.
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Para la cuantificacion de fumonisinas totales se utilizé un estuche comercial
de la misma marca AgraQuant®, cuyo procedimiento consistié en colocar en cada
pocillo la cantidad de 100 pL de los patrones de control con concentraciones de 0,
0.25, 1, 2.5 y 5 ppm de fumonisinas totales, asi como de las soluciones extraidas
de las muestras. Después de esto, se agregaron 200 pL del conjugado en cada
pocillo con la solucién de titulacion o la muestra y se mezclaron con una pipeta
tres veces para obtener 100 pL de esta solucidn, la cual fue colocada en los
pocillos recubiertos con anticuerpos para fumonisinas. Se dejo incubar durante
diez minutos a temperatura ambiente; y se voltearon para permitir desechar el
sobrenadante. Posterior a esto, se enjuagaron con 300 puL de agua destilada.
Después se colocaron 100 pL de la solucién sustrato y se dejé actuar durante
cinco minutos. Posteriormente se afiadieron 100 pL de la soluciéon bloqueadora o
de alto; para finalmente, cinco minutos después se coloco la placa con pocillos
dentro del espectrofotdmetro lector de ELISA y se realiz6 la lectura a una longitud
de onda de 450 nm con el fin de cuantificar las fumonisinas totales en base a su

densidad optica.
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3.2.3. Medicion de pH de las muestras de masa

La medicién del pH de las muestras se realizo con el objetivo de verificar las
condiciones de alcalinidad residual de las muestras ya que la alcalinidad afecta la
deteccion de aflatoxinas. El equipo usado para medicion de pH fue un
potenciometro de la marca ThermoScientific® Orion Star A Series (Waltham, MA,
USA) con sus estandares respectivos. Para la medicion del pH de las muestras se
prepararon suspensiones con 2 g de masa deshidratada y 10 mL de metanol. Esto
se realiz6 simulando las proporciones de masa y metanol usados para las
extracciones de micotoxinas. Las suspensiones fueron agitadas en un agitador
Vibrax® Vxr Basic (IKA, Wilmington, USA) por 30 segundos y el pH fue medido

inmediatamente despueés.

3.3. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Los analisis de HPLC fueron realizados en el Texas Veterinary Diagnostic
Lab (TVMDL) ubicado en College Station, Texas. Las muestras de masa
deshidratada (cerca de 60-80 g) fueron enviadas a través de FedEx. Solo se
enviaron las muestras que resultaron con niveles que excedian los limites
permisibles de aflatoxinas y fumonisinas. A continuacién, se describen brevemente
los materiales y la metodologia empleada para las extracciones de micotoxinas y

su analisis con HPLC.
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3.3.1. Extraccién de micotoxinas para HPLC

La AFB; fue extraida siguiendo las recomendaciones del manual de
extraccion de VICAM. Brevemente, 50 g de muestra de masa pulverizada, 5 g de
cloruro de sodio y 100 mL de solucion de metanol:agua [80:20] fueron colocados
en una licuadora. La mezcla fue licuada por 1 minuto a alta velocidad. La mezcla
fue después pasada a través de papel filtro. Un volumen de 10 mL del filtrado fue
después diluido y mezclado con 40 mL de agua desionizada ultra pura. Esta
dilucion fue filtrada a través de filtros de microfibra. El filtrado (10mL) fue después
pasado a traves de una columna de inmunoafinidad Aflatest™ (VICAM,
Watertown, MA, USA) con una velocidad de 1-2 gotas por segundo.
Posteriormente, un volumen de 10 mL de agua desionizada ultra pura fue pasado
a través de la columna para enjuagarla. Este procedimiento se repitié una vez. Por
ultimo, la AFB; fue eluida de la columna con 1 mL de metanol y colectada.
Posteriormente, 1 mL de agua fue adicionado a la AFB; eluida. Esta solucion fue

usada para inyeccion en el HPLC (ver condiciones de HPLC en 3.3.2).

La extraccion de FB; se realiz6 de manera idéntica a la de AFB; para el
proceso de licuado. En el proceso de dilucion se adicionaron 40 mL de PBS en
vez de agua. Posteriormente, 10 mL de filtrado fueron pasados a través de
columnas de inmunoafinidad Fumonitest™ (VICAM, Watertown, MA, USA). Un
volumen de 10 mL de PBS fue transferido a la columna para enjuagarla con una
velocidad de 1-2 gotas por segundo de flujo. Después, 1.5 mL de metanol fueron
usados para eluir la FB; que fue colectada en una cubeta de vidrio. Esta solucién

fue usada para el HPLC (ver condiciones de HPLC en 3.3.1).
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3.3.2. Separacion cromatografica

Metanol, acetonitrilo, hidroxido de sodio, borato de sodio, cianuro de sodio,
fosfato de potasio dibasico, nafatleno-2,3-dicarboxaldehido (NDA) fueron
adquiridos grado HPLC. Los estandares de aflatoxina y fumonisina fueron
adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Agua ultrapura estéril (18 MQ)

fue obtenida a través de un sistema de filtracion.

La AFB; fue cuantificada usando HPLC de fase reversa. El sistema de
deteccion consistié en un equipo con detector de fluorescencia (Waters 2475), un
reactor fotoquimico para aumentar la deteccion (PHRED-12) (Aura Industries, Inc,
New York, NY), una bomba binaria (Waters 1525) y un automuestreador (Waters
717). Una columna de fase reversa Spherisorb® (Waters, Milford Massachusetts)
C18 con 5um de tamafo de particula (4.6 x 150 mm, Waters) se usO para
separar la AFB; de la solucion. Las longitudes de onda usadas para emision y
excitacion fueron 360 y 420 nm, respectivamente. La cuantificacion fue
determinada usando las medidas de area debajo de la curva usando el software
Breeze™ HPLC (Waters, Milford Massachusetts) comparando con los estandares
apropiados. Los estandares y las muestras (100 pL) fueron colocados en el
automuestreador para su analisis. La fase movil consistié
acetonitrilo/metanol/agua en proporcion de 57:41:2 con una velocidad de flujo de
1.0 mL/min. El tiempo de corrida fue de 19 min con un volumen de inyeccion de 10

uL. Bajo estas condiciones la AFB1 muestra un tiempo de retencion de 16 min.
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Para la deteccion de FB; se emple6 NDA como agente derivatizador ya que
esta molécula no emite fluorescencia. EIl método de derivatizacion empleado se
basa en investigaciones previas de Bennet y Richard (1994), de acuerdo a las
cuales NDA forma un complejo estable con la FB; que no se degrada rapidamente
y permite el re-analisis de muestras. Para la deteccion de FB;, el sobrenadante
obtenido de las extracciones (1mL) se colocé en tubos de 40 mL color @&mbar. Un
volumen de 1 mL de amortiguador de borato de sodio [0.05M] fue adicionado al
vial, seguido de 0.5 ml de cianuro de potasio (0.13 mg/mL) y 0.5 mL de NDA (0.25
mg/mL). Los viales fueron cerrados, agitados en un vortex y colocados en un bafio
de agua caliente a 60°C por 20 min. Después, los frascos fueron colocados en un
refrigerador a 4°C durante 4 minutos. Seguido de esto, 7 mL de solucion de
acetonitrilo:fosfato 60:40 se afadieron a cada frasco para posteriormente ser
agitados. De esta solucion, 1.5 mL fueron pasados a través de filtros de jeringa de
0.25 um vy el filtrado fue colectado en un frasco de 2 mL para inyeccion en el
HPLC. Estandares apropiados fueron usados y derivatizados de la misma manera

gue las muestras.

La FB; también fue detectada con HPLC fase-reversa usando una columna
pBondapack™ C18 (Waters, Milford Massachusetts) con 10 um de tamafio de
particula (3.9x150mm, Waters). Las longitudes de onda de excitacion y emision
fueron establecidas a 420 y 500 nm, respectivamente. La fase mavil consistié en
una solucion de acetonitrilo, agua: acido acético en proporcion 57:42:1 con una

velocidad de flujo de 1.0 mL/min. El tiempo de corrida fue de 8 min con un

37



volumen de inyeccion de 10 pl. Los tiempos de retencién exhibidos para

fumonisina variaron entre 4.7 y 5.8 min bajo estas condiciones.

3.4. Inclusién de la arcilla en la masa de nixtamal

Para verificar si la adicion de arcilla podria tener un efecto en la reduccion
de aflatoxinas y fumonisinas, se realizé un estudio preliminar en el que arcilla
NovaSil Plus® (Selko, The Netherlands) fue adicionada al 2% (0.4 g) en cada
muestra de 20 g de masa nixtamalizada (en polvo), y se mezclaron mediante
agitacion en un frasco de plastico. Para este estudio se usaron las muestras de
masa nixtamalizada que resultaron con niveles superiores a los limites permisibles
bajo la NOM-188-SSA1-2002 (12 ug/kg). Posterior a la adicion y mezclado de la
arcilla con la masa, se realizé la extraccion metanodlica y se utilizo el estuche
comercial de ELISA de AgraQuant® para aflatoxinas y fumonisinas, con el mismo
procedimiento anteriormente mencionado (ver seccion 3.2.2. Procedimientos) en

la cuantificacion de niveles de ambas micotoxinas para su analisis por ELISA.
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3.5. Analisis estadistico

Los resultados de los estudios de las pruebas de ELISA para determinar las
concentraciones preliminares de ambas micotoxinas fueron analizados con el
software PAST 3.X (@yvind Hammer, Natural History Museum, University of Oslo),
mediante pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para comparar los resultados

de aflatoxinas y fumonisinas totales en los diferentes municipios.

Los datos obtenidos del estudio preliminar de efectividad de la arcilla fueron

evaluados mediante la prueba de T, utlizando el software mencionado

anteriormente.
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4.- RESULTADOS

4.1. Resultados de los cuestionarios aplicados de consumo de maiz

El cuestionario de consumo de productos de maiz fue revisado por tres
nutridlogos y fue sometido a la prueba de alfa de Cronbach para su validacién
como instrumento en el aspecto de consistencia de las preguntas. Se realiz6
también una prueba piloto en la que 10 cuestionarios fueron respondidos antes de
la aplicacion final para revisar la redaccion y claridad de las preguntas. No se
tuvieron que hacer ajustes al instrumento después de la prueba piloto. En la
prueba de consistencia del cuestionario, la cual esta relacionada con la fiabilidad
del instrumento, se registré un valor de alfa de 0.85. Si el valor de alfa (a) es igual
o superior a 0.8, el disefio del instrumento en cuanto a consistencia es aceptable,
La ecuacion de la prueba de alfa de Cronbach y su resolucion para este estudio

fue la siguiente:

K Vi
x=—— [1—-5—
K—-1 %

62 [1 8.18340271

62—1 51.10784314
62
xX= a1 [1-0.16012029]

o= (1.01639344)(0.8398797)

x= 0.85364822
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Dénde:
a= valor de Alfa de Cronbach
K= numero de encuestas aplicadas
> Vi =varianza del niumero de encuestas

> Vit=varianza total

Los resultados de las encuestas de consumo de productos de maiz
evidenciaron que los productos de mayor consumo por la poblacion fueron la
tortilla y la tostada. En cuanto al conocimiento acerca del proceso de
nixtamalizacion, los datos muestran que poca gente conoce el método ancestral y
el procedimiento especifico varia de molino a molino. Las preguntas con sus

respuestas mas frecuentes se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Respuestas mas frecuentes del cuestionario de consumo de

productos de maiz.

Respuesta
Pregunta .
mas frecuente
¢, Con qué frecuencia consume en el desayuno cereal de 1 vez por
maiz? semana
¢,Con qué frecuencia consume elotes (vaso o entero)? 1 vez al mes
¢, Con qué frecuencia consume frituras de maiz? 1 vez al mes
. . 2-3 veces al
¢, Qué tan frecuentemente consume tortillas? dia
¢, Cuantas tortillas consume en cada comida? 2-5 tortillas
¢, Qué tan frecuentemente consumes productos de maiz
_ 1 vez al mes
preparado en molino?
Lo compra

¢, Preparas tu propio maiz y lo traes al molino o lo
compras?

¢, Conoce la historia del proceso de nixtamalizacion?

¢, Consumes maicena u otro atole que lleve maiz?

¢, Con qué frecuencia por semana?

¢, Consume usted algun otro producto elaborado con maiz?
;Cual?
(otras opciones: gorditas, palomitas, sopes, tamales)

¢,Con qué frecuencia?

preparado en
molino

No

Si

1 vez por
semana

Si, tostadas

1 vez por
semana

Cuestionario revisado y avalado por profesionistas en nutricion. Prueba de alfa de Cronbach fue

usada para validar el instrumento (alfa=0.85).
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4.2. Resultados de cuantificacion de micotoxinas por ELISA

Los resultados de las pruebas de ELISA realizadas para la deteccién de
micotoxinas demostraron la presencia de aflatoxinas y fumonisinas en la mayoria
de las muestras. Del total de 62 muestras, 52 muestras resultaron con cantidades
detectables de aflatoxinas y 50 muestras con niveles detectables de fumonisinas.
Del total, solo 5 muestras excedieron los limites para aflatoxinas establecidos en la
NOM-188-SSA1-2002 (12 pg/kg) y para fumonisina 8 muestras excedieron los
limites establecidos por la FAO (4 mg/kg). EI municipio con la mayor cantidad de
muestras positivas para el caso de aflatoxinas fue Guadalupe, para fumonisinas
fue General Escobedo. En la Tabla 2 se presentan los resultados (medianas y
otros valores estadisticos descriptivos) de concentraciones de aflatoxinas

distribuidos por municipio.

Tabla 2. Estadistica descriptiva de aflatoxinas totales por municipio.

Rangos

Ciudad Medianas Inferior Superior n
Apodaca 2.3 0.0 16.9 10
Gral. Escobedo 0.0° 0.0 6.3 10
Guadalupe 2.82 2.2 22.6 10
Monterrey 2.4 0.0 9.8 10
San Nicolas 2.7% 0.0 16.1 10
San Pedro 9.9% 0.5 19.2 02
Santa Catarina 3.9° 1.1 6.6 10

Medianas con distintos superindices denotan diferencias significativas (P<0.05) usando pruebas de Kruskal-
Wallis y Mann-Whitney.

43



Para el caso de fumonisinas totales, en la Tabla 3 se exponen los valores
estadisticos, indicando las diferencias detectadas con los modelos estadisticos
utilizados. Los valores de cada muestra analizada para ambas micotoxinas

(aflatoxinas y fumonisinas totales) se presentan en el Anexo 8.3.

Tabla 3. Estadistica descriptiva de fumonisinas totales por municipio.

Rangos

Ciudad Mediana Inferior Superior n
Apodaca 252 0.0 10.1 10
Gral. Escobedo 1.3° 0.1 16.7 10
Guadalupe 0.3° 0.0 1.5 10
Monterrey 0.7 0.0 4.2 10
San Nicolas 0.3 0.0 3.0 10
San Pedro 0.0° 0.0 0.0 02
Santa Catarina 0.1° 0.0 3.3 10

Medianas con distintos superindices denotan diferencias significativas (P<0.05) usando pruebas de Kruskal-
Wallis y Mann-Whitney.

Los valores de cada muestra analizada para ambas micotoxinas

(aflatoxinas y fumonisinas totales) se presentan en el Anexo 8.3.
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4.3. Resultados de la medicion de pH

La medicion del pH de las muestras fue relevante ya que la alcalinidad
residual del proceso de nixtamalizacion puede afectar los resultados de
cuantificacion por ELISA. En este sentido los niveles de pH determinados
oscilaron en un rango de 5.34 a 7.55; con esto se demostré que las muestras se
encontraban ligeramente &cidas o neutras al momento de realizar las extracciones
para la determinacién por ELISA. Estas condiciones de pH no afectan la

cuantificacion de aflatoxinas ni fumonisinas por el método de ELISA.

4.4. Resultados de cuantificacion de micotoxinas por HPLC

Las muestras que excedieron los niveles permisibles de aflatoxinas y
fumonisinas mediante ELISA fueron también analizadas con HPLC para verificar la
presencia de AFB; y FBj, los congéneres de aflatoxinas y fumonisinas mas
importantes y toxicos. En este sentido, los resultados de la cuantificacion por
HPLC se presentan en la Tabla 4. Ninguna de las muestras que por ELISA
mostraban niveles elevados de aflatoxinas y fumonisinas registré niveles que
excedieran los limites permisibles de la NOM-188-SSA1-2002 al ser analizadas
por HPLC. EL valor mas alto de AFB; (6.1 ppb) fue registrado para una muestra
del municipio de Guadalupe. Mientras que para fumonisina, las muestras con
niveles mas altos de esta micotoxina (1.2 ppm) resultaron provenientes del

municipio de Apodaca y Monterrey.
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Tabla 4. Concentraciones de aflatoxina B; y fumonisina B; de muestras que

excedieron los niveles permisibles mediante ELISA.

Concentracioén

. . Concentracion
de micotoxinas

Toxina Muestra No. de AFB1/FB;
totales (HPLC)
(ELISA)
16 16.9 No detectado
Aflatoxina 22 16.1 1.9
(ng/kg) 23 18.5 5.5
39 22.6 6.1
50 19.1 1.7
08 10.1 1.2
16 4.3 0.8
19 4.2 1.2
Fumonisina o4 a1 1.0
(ma/kg) 56 13.5 0.9
57 16.6 0.9
59 9.7 0.7
61 8.5 1.0

El método utilizado fue por cromatografia liquida de alta resolucibn HPLC con detector de
fluorescencia.

4.5. Resultados de lainclusion de la arcilla en la masa de nixtamal

Se realizé un estudio preliminar para determinar si la inclusién de arcilla
esmectita en las masas pulverizadas era efectiva en la reduccién de aflatoxinas y
fumonisinas. Para esto, se seleccionaron las masas que habian resultado con
niveles que excedian los limites permisibles de ambas micotoxinas de acuerdo a
la NOM-188-SSA1-2002 y la FDA. Las micotoxinas fueron cuantificadas mediante
ELISA. Los resultados mostraron que la inclusién de arcilla al 2% fue capaz de
reducir hasta en un 91% los niveles de aflatoxinas y de hasta 82% de fumonisinas

(Tablas 5y 6).
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Tabla 5. Eficacia de la arcilla esmectita en la reduccion de aflatoxinas en masa.

No. de Masa Masa + arcilla Porcentaje de
muestra (AF totales pg/kg) (AF totales pg/kg) reduccion (%)
16 16.9 1.4* 91
22 16.1 2.9* 82
23 18.4 1.8* 90
39 22.6 5.6* 75
50 19.1 3.8* 80

*Resultados significativamente diferentes al primer andlisis de acuerdo a la prueba de T (P<0.05).

Sin embargo, en el caso de las fumonisinas, en tres de las muestras
adicionadas con arcilla se registré un incremento en el nivel de fumonisinas, con
respecto al nivel de estas toxinas en las muestras sin adicién de arcilla esmectita

(Tabla 6).

Tabla 6. Eficacia de la arcilla esmectita en la reduccion de fumonisinas en masa.

No. de Masa Masa + arcilla (FB Porcentaje de
muestra (FB totales mg/kQ) totales mg/kg) reduccién (%)

8 10.1 1.7 83

16 4.3 8.1* NA

19 4.2 1.3 69

54 4.7 6.0* NA

56 13.5 3 78

57 16.6 15.7 5

59 9.7 23.4* NA

61 8.5 6.9 19

NA: No aplica (La concentracion de fumonisinas fue superior comparado al primer analisis).
* Valores superiores comparados con el primer analisis. Resultados no fueron significativamente
diferentes al primer andlisis de acuerdo a prueba de T (P>0.05).
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5.- DISCUSION

La contaminacién de alimentos basados en maiz ha sido reportada
previamente en México por algunos autores como Valdivia-Flores y colaboradores
(1999), quienes ya han evidenciado la presencia de aflatoxinas en maiz para
consumo humano en nuestro pais. Torreblanca y colaboradores (1987) realizaron
estudios pioneros en molinos del area de la Ciudad de México colectando
muestras de maiz y tortillas de estos establecimientos. En sus resultados se
reportd la presencia de aflatoxinas en un 72% de los molinos muestreados, con
64% de las muestras rebasando los limites permitidos por las legislaciones
mexicanas en aquella época (> 20 pg/kg). En el presente estudio, el 82% de un
total de 62 molinos muestreados demostraron niveles detectables de aflatoxinas,
aunque solo el 8% de las muestras superaron el limite permitido actual (12 pg/kg)

por las legislaciones mexicanas.

En nuestro estudio, el rango de niveles aflatoxinas totales obtenidos
mediante pruebas de ELISA fue de 0 a 22.6 pg/kg. Otros estudios, como el
realizado en Tamaulipas en el afio de 1989 en el que se analizaron muestras de
maiz recién cosechado, han documentado niveles de contaminacién de entre 68 y
102 pg/kg de aflatoxinas. Asi mismo, investigaciones en maiz blanco y amarillo
recién cosechado en siete municipios del norte del estado de Tamaulipas,
encontraron niveles de contaminacién que variaban de 34 ug/kg a 125 mg/kg
(Guzman de Pefia, 1989). Ninguno de nuestros resultados fue similar a los de

estos estudios realizados en maiz recién cosechado. Sin embargo, nuestros datos
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si son similares a los niveles bajos de AFB; que han sido reportados
histéricamente por Guzman de Pefia (1977). Este autor analiz6 muestras de
alimentos basados en maiz de diversos estados de la Republica y reporté
concentraciones de AFB; que variaron entre 0.32 y 465.31 ug/kg (Guzman de
Pefia, 1997). En este sentido, los niveles menores a los limites permisibles para
AFB; y aflatoxinas totales (< 20 pg/kg) pueden no representar un problema
significativo de salud publica. Sin embargo, aun los niveles bajos pueden
potencialmente representar un riesgo para poblaciones vulnerables como lo son
los infantes, mujeres embarazadas y personas con deficiencias para el
metabolismo de las aflatoxinas. Asi mismo, aunque las cantidades de estas
toxinas parecen ser bajas en estos alimentos, el alto consumo de ellos y otros
alimentos que contienen aflatoxinas puede incrementar las dosis a las que la

poblacién se expone.

Para el caso de fumonisinas, existen reportes del afio 1999 por Robledo-
Marenco y colaboradores (2012) en el estado de Nayarit en donde se realizaron
estudios con maiz forrajero para consumo humano y animal que era producido en
20 municipios. En ese estudio se encontraron niveles detectables de FB; en el
100% de las muestras con concentraciones promedio de 2.54 + 2.2 mg/kg, estos
niveles son mucho mas altos que los encontrados en nuestro estudio donde los
niveles de FB; variaron entre 700 y 1200 pg/kg de masa. También se ha reportado
la presencia de fumonisinas en algunas especies de maiz hibrido en México por
Reyes-Velazquez y colaboradores (2011) en donde se analizaron en total 28

muestras de siete hibridos de maiz fresco, y se reportaron concentraciones de FB;

49



de entre 13.8 - 4,860 ug/g, lo cual puede representar riesgos considerables a la

salud publica ya que exceden los limites de 4 ppm 6 4 pg/g.

En otros paises en desarrollo se ha investigado la co-ocurrencia de ambas
micotoxinas, AF y FB, en alimentos. Por ejemplo Kimanya y colaboradores en
2014 en Tanzania, analizaron muestras de harina de maiz mediante HPLC, y
mostraron que las AF totales variaron entre 0.11 - 386 ppb (media de 0.91 ppb),
mientras que la AFB; estuvo en un rango de concentracion de 0.53 - 364 ppb
(media de 1.27 ppb). Para FB totales se obtuvieron rangos de 0.06 - 2.28 ppm y
un promedio de 0.36 ppm mientras que para FB; se reporté un rango entre 0.05 -
1.67 ppmy un promedio de 0.32 ppm. Estos resultados son parcialmente similares
a los revelados en nuestro estudio donde se obtuvieron rangos de 0.3 ppb a 22
ppb para AF totales y de 1.7 - 6.1 ppb para AFB;, mientras que para FB totales se
registraron rangos de 0.1 - 17 ppm y de 0.7 - 1.2 ppm para FB1. En resumen, los
niveles bajos de ambas micotoxinas en ambos estudios fueron muy similares. Sin

embargo, los niveles altos de las micotoxinas fueron diferentes en ambos estudios.

Una pregunta dificil de contestar es que tan relevante es la exposicion a
estos niveles de micotoxinas y si esto es de importancia en salud publica. En este
sentido, con los datos obtenidos en el presente estudio y considerando que el
consumo de masa nixtamalizada se usa principalmente para la elaboracion de
tamales, se pudiera realizar un calculo de los niveles a los que se expondria un
individuo si consumiera una racion de masa de 500 g, lo equivalente a una racion

de 4 o 5 tamales. De esta manera, usando el nivel maximo de consumo por
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kilogramo de peso (PMTDI) para un adulto promedio de 70 kg establecido por la

WHO (1 ng de AF/kg de peso corporal), se pueden cotejar con los niveles a los

gue un individuo se expone en México en algunas situaciones, tal como se

presentan en la Tabla 7. De esta manera, usando el PMTDI para AF, el maximo

nivel tolerable para un adulto de 70 kg seria 70 ng por dia. Suponiendo que esta

persona consume 500 g de la masa mas contaminada (22.6 pg/kg), esta persona

estaria consumiendo (22.6 x 0.5)/70 = 0.16 ug de AF por kg de peso corporal, es

decir 161 ng por kg de peso corporal, cuando lo tolerable para ella es de 70 ng.

Tabla 7.-Cantidades de AF y FB posibles en una racion de 500 g de masa.

Cantidad posible en

Método Toxina Rango detectado una comida
Min Max Min Max
AF totales
ELISA 0.3 22.6 0.15 11.3
(Hg/kg) HO HO
FB totales
0.1 16.7 0.05m 8.35m
(mg/kg) J J
AFB;
HPLC 1.7 6.1 0.85 3.05
(Hg/kg) HO
FB;
0.7 1.2 0.35 0.6 m
(mg/kg) J

Los rangos minimos presentados son las cantidades minimas detectadas que son diferentes a cero.
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Para FB, el maximo nivel provisional establecido de exposicion diaria es de
2 1g/kg de peso corporal. Entonces para una persona de 70 kg el nivel maximo
tolerable diario seria de 140 ug totales. En nuestro estudio, en el escenario del
consumo de la masa mas contaminada (16.7 mg/kg) con esta toxina esta persona
estaria consumiendo 8.35 mg diarios, lo equivalente a 119 pg por kilogramo de
peso por dia, claramente sin exceder el limite maximo provisional. En nuestro
estudio, el rango de peso de los encuestados fue de 44-105 kg; dependiendo de
su nivel de consumo de alimento, algunas de ellas pueden estar ingiriendo mayor
cantidad de micotoxinas por kg de peso corporal de lo que indica la WHO como

PMTDI.

De acuerdo a la WHO, la exposicion a ambas micotoxinas, AF y FB, debe
tratar de eliminarse o mantenerse al minimo. Estrategias capaces de reducir
ambos niveles de micotoxinas en los alimentos son altamente deseables. En este
sentido y de acuerdo con varios autores (Dixon et al., 2008; Mitchell et al., 2013;
Phillips et al.,2008) la inclusion de arcillas basadas en esmectitas es una
alternativa para reducir los niveles de algunas micotoxinas. De manera particular
es interesante comparar los resultados del presente trabajo con los de Jaynes y
colaboradores (2007), quienes emplearon NovaSil® (2-2.5%) en soluciones de
harina de maiz altamente contaminada y agua; la arcilla fue capaz de reducir
considerablemente estos niveles de contaminacién. En el presente trabajo, cinco
muestras que excedian los niveles maximos permitidos en México para AF (12
ppb) y ocho muestras que excedian los niveles de FB (4 ppm) permitidos por la

FAO, fueron adicionados con arcilla NovaSil al 2% y la eficacia de esta adicion fue
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evaluada mediante ELISA. Para el caso de AF se observé una reduccion de AF en
todas las muestras contaminadas (n=5), teniendo un rango de reduccién desde un
75 a un 91.3%. En el caso de FB se observo un rango de reducciéon que varié
entre el 5.3 al 82.4% en solo cinco de las muestras contaminadas con FB. En las 3
muestras restantes contaminadas con FB se observo un aumento en la cantidad
de FB detectada. Este aumento fue de 27.5 hasta 140.9% comparado con los
niveles detectados en la masa sin arcilla. Jaynes y colaboradores (2007) muestran
resultados similares a los nuestros con respecto a la eficacia de la arcilla en
cuanto a la reduccion de AF en harina de maiz, y sugieren que posiblemente el
metanol que se usa para la extraccion de las micotoxinas interactte con la arcilla 'y
esta no pueda adsorber la AF en un 100%. En cuanto a nuestras observaciones
con FB, estudios in vitro realizados por Brown y colaboradores (2012) han
demostrado que la arcilla NovaSil es capaz de adsorber FB aunque en un grado
menor que para AF. Esto también ha sido demostrado en estudios in vivo
reportados por Robinson y colaboradores (2012) en donde los participantes de
Ghana consumieron capsulas de arcilla NovaSil por un periodo de tres meses y
los niveles de FB en orina fueron reducidos de manera significativa debido al
tratamiento con la arcilla. Sin embargo, mas estudios son requeridos para conocer
a detalle el mecanismo especifico de la arcilla sobre la FB y poder explicar las

posibles causas de los resultados observados en nuestro estudio.
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6.- CONCLUSIONES

1. Aflatoxinas y fumonisinas estdn presentes a niveles detectables en muestras

de masa nixtamalizada de molinos del area metropolitana de Monterrey.

2. Usando métodos de ELISA, 5 de las 62 muestras analizadas excedieron los
limites permitidos para AF en México, y 8 de las 62 muestras analizadas
excedieron los limites de FB permitidos por la FAO internacionalmente.
Usando HPLC, ninguna de las muestras excedio los limites permisibles
recomendados en México o establecidos por la FAO para AFB: y FBy,
respectivamente. Sin embargo, considerando los PMTDIs establecidos por la
WHO, algunas muestras pueden aun presentar un riesgo para poblaciones

vulnerables.

3. En los estudios de eficacia in vitro, la arcilla esmectita fue capaz de reducir
significativamente (P<0.05) los niveles de AF en la masa nixtamalizada. Para
FB, los resultados muestran un patron que sugieren que la arcilla puede ser
efectiva para reducir FB en masa nixtamalizada. Sin embargo los resultados
no fueron significativos en el caso de esta micotoxina (P> 0.05) y mas estudios

son requeridos para explicar este fenébmenao.
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8.- ANEXOS

8.1. Cuestionario aplicado sobre el consumo de maiz.

1. ¢Cual es su nacionalidad y localidad?
a) Mexicana Estado ?
b)  b) Otra nacionalidad:

2. Género
a) Mujer b) Hombre

3. Lugar de residencia actual
a) Municipio:

4. Pesoy estatura

a) Peso: Estatura:
5. Edad:
6. ¢Con qué frecuencia consume en el desayuno de cereal de maiz?
a) 1plato Dia Semana Mes Afio
b) 2 platos Dia Semana Mes Afio
c) 3platos Dia Semana Mes Afio
d) Masde3platos Dia Semana Mes Afio

7. ¢Con que frecuencia consume elotes (vaso o enteros)?

a) 1vaso/elote Dia Semana Mes Afio
b) 2 vasos/elotes Dia Semana Mes Afio
c) 3vasos/elotes Dia Semana Mes Afio
d) Masde3vasos/ Dia Semana Mes Afio

elotes

8. ¢Con que frecuencia consume frituras de maiz (sabritas, por
mencionar una)?

a) 1bolsa Dia Semana Mes Afio
b) 2 bolsas Dia Semana Mes Afio
c) 3bolsas Dia Semana Mes Afio
d) Mas de 3 bolsas Dia Semana Mes Afio

9. ¢Qué tan frecuentemente consume tortillas?

a) 1lvez Dia Semana Mes Afo
b)  2-3 veces Dia Semana Mes Afo
c) 4-5veces Dia Semana Mes Afo
d) Mas de6veces Dia Semana Mes Afio

10. ¢ Cuantas tortillas consumes en cada comida?
a) 1 b) 2-5 c) 5-10 d) Mas de 10

11.

12.

a)
13.
14.
15.
16.

a)
17.

18.

19.

¢, Qué tan frecuentemente consumes productos de maiz preparado en molino?
a) 1 Dia Semana Mes Afio
b) 25 Dia Semana Mes Afio
c) 5-10 Dia Semana Mes Afio
d) Masdel0 Dia Semana Mes Afio

¢ Preparas tu propio maiz y lo traes al molino o lo compras?
Si lo preparo y voy al molino b) Lo compro

¢, Qué hace con el agua después de lavar o cocinar el maiz?

¢,Conoce la historia del proceso de nixtamalizacién?
a) Si b) No

Describa el procedimiento de nixtamalizacion que utiliza?

¢Consumes maicena u otro atole que lleve maiz?
Si b) No

¢,Con que frecuencia por semana?

a) 1lvez b) 2-3 veces c) 4-5 veces d) Mas de 6 veces

Consume usted algun otro producto elaborado con maiz?

a) Si b) No Describa cual:

Con que frecuencia
a)lvez Dia Semana Mes Ano
b) 2-3 veces Dia Semana Mes Ano
c) 4-5 veces Dia Semana Mes Ano
d) Mas de 6 veces Dia Semana Mes Afio

Como parte de esto se entregara un folleto o poster que describa el proceso de

nixtamalizacién y su historia.

Certific6 que he entendido el presente cuestionario y se explicé cada una de las

preguntas, que no he realizado este cuestionario previamente y que las respuestas brindadas
son reales.

Nombre: Firma:

Fecha:
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8.2. Mapa de los molinos del area metropolitana.
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8.3. Concentraciones de aflatoxinas y fumonisinas totales por ELISA.

Municipio Muestra AF totales (pg/kqg) FB totales (mg/kqg)
5 4.2 3.0
7 2.4 1.0
8* 1.7 10.1
13 2.1 2.7
Apodaca 15 1.3 0.3
16** 16.9 4.3
17 14 2.0
18 9.1 2.3
44 7.9 0.0
54* 0.0 4.7
9 0.0 0.1
10 0.0 0.0
11 1.2 0.0
55 2.8 0.1
Gral. 56+ 0.0 13.5
Escobedo 57* 6.2 16.6
58 0.0 0.2
59 0.3 9.7
60 0.0 2.3
61 0.0 8.5
14 2.2 1.5
23* 18.4 0.3
24 2.4 0.5
25 3.0 0.3
Guadalupe 39* 22.6 0.3
40 2.7 0.0
41 2.1 0.0
42 2.7 0.4
43 3.7 0.0
62 2.8 0.2
19* 1.8 4.2
20 2.3 0.3
26 1.8 0.2
27 1.0 0.0
28 2.5 0.2
Monterrey 29 3.0 2.7
30 3.3 1.4
31 9.7 2.1
32 3.8 0.0

53 0.0 1.2

65



8.4.Cont. Concentraciones de aflatoxinas y fumonisinas totales por ELISA.

Municipio Numero de Aflatoxinas Fumonisinas
muestra totales (ug/kg) totales (mg/kg)

1 3 0.1

2 1.2 0.1

3 2.2 0.1

4 4.6 2

San Nicolas de 6 6.4 29
los Garza 12 1.4 0.2
21 2.0 2.9

22* 16.1 2

38 8.3 0

52 0 0.3

33 1.1 0.1

34 1.4 3.3

35 1.4 0

36 2.6 0

Santa Catarina 37 3.8 0.3
45 4.4 0

46 3.9 0
47 6.6 0.2

48 4.6 0
49 6.6 1.4

San Pedro Garza 50* 19.1 0
Garcia 51 0.5 0

Resultados superiores a 12 ug/kg para el caso de AF y 4 mg/kg para el caso de FB; **Muestra que
contiene niveles superiores en ambas micotoxinas a los limites permitidos. (El método utilizado fue
un ELISA indirecto, con un lector de micro Elisa a una longitud de onda de 450 nm y un filtro de

630 nm. Curva de calibracion con un coeficiente de correlacion de R°=0.9998.
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