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Resumen

Objetivo: En este estudio, el proceso de pelado de maiz con cal (PPC) fue
documentado y sus parametros optimizados mediante un disefio experimental, con
el fin de conseguir un pelado completo del maiz con el minimo grado de
contaminacion con fumonisinas. La presencia de fumonisina B; (FB1) en el maiz
fue analizada mediante HPLC-RP-FLD.

Metodologia: Los experimentos se realizaron a partir de un lote de maiz en grano
seco conformado por submuestras provistas por agricultores seleccionados del
canton Nabdn de la provincia del Azuay en base a un trabajo de investigacion
previo realizado por el proyecto VLIR-IUC, “Nutricion, Alimentacién y Salud”. El
disefio experimental fue divido en tres etapas: la caracterizacion de proceso, el
mismo que se realiz6 mediante encuestas y observaciones in situ; pruebas de
agotamiento de cal para el PPC, las que se realizaron partiendo de los datos
recogidos en la primera etapa, y las pruebas de evaluacién del PPC en la

reduccion de fumonisinas B;.

Resultados y conclusiones: Se observé que, independiente de la concentracion
de cal utilizada, la etapa de pelado produjo una reduccion de 8.73 veces la
concentracion de FB; del maiz crudo (P=0.030), y que el maiz pelado y cocinado

presentd una reduccion de 9.14 veces (P=0.019).

Recomendaciones: Se recomienda continuar con la experimentacion para
elucidar si la reduccion de FB; se debié al proceso mecanico de remocion de la
cascara, o a la transformacion quimica en su forma hidrolizada, por lo que este

trabajo podria considerarse como un estudio explorativo preliminar.

Palabras clave: fumonisina, FB;, HFB1, PPC, cal, MC, MCC, MPSC, MPC.
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Abstract

In this study, the maize peeling process with lime (PPC) was documented and its
parameters were optimized using an experimental design in order to achieve
complete removal of the peel and the minimum degree of contamination of
fumonisins. Fumonisin B; (FB;) in maize was analyzed by RP-HPLC-FLD.
Experiments were performed from a batch of dry corn grain consisting of
subsamples provided by selected farmers in the canton Nabon, Azuay province,
based on a previous research conducted by the VLIR-IUC Project, "Food, Nutrition
and Health". The experimental design was divided into three stages: the
characterization process, the same as was done using surveys and in situ
observations; lime exhaustion tests for PPC, which were made from the data
collected in the first stage, and the PPC assessment tests in reducing fumonisin
B:. It was observed that, independently of the concentration of lime used, the
peeling step produced a reduction of 8.73 times the concentration of FB; of raw
corn (P = 0.030), and the peeling corn plus cooking promoted a reduction of 9.14
times (P = 0.019). It is recommended to continue the experiment to elucidate
whether FB; reduction was due to the mechanical process of removing the peel, or
it is due to the chemical transformation into its hydrolyzed form, so this work could

be seen as a preliminary exploratory study.

Key words: fumonisin, FB;, HFB1, PPC, lime, MC, MCC, MPSC, MPC.
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INTRODUCCION

El objetivo de este trabajo de investigacion fue optimizar el proceso del pelado de
maiz con cal (PPC) con el fin de utilizar dicho proceso como método para reducir

la contaminacién por fumonisinas.

A nivel mundial, se estima que mas de la mitad del maiz y productos a base de
maiz consumidos estdn contaminados con fumonisinas. Los niveles de
contaminacion varian dependiendo de las condiciones climaticas, practicas
agricolas y el genotipo del maiz cultivado. Sin embargo, se ha observado una
tendencia creciente de contaminacién en los paises con clima caliente y himedo,
cuando el almacenamiento del maiz cosechado no es el adecuado. Las
poblaciones de paises como Argentina, Brasil, Indiay Africa media se encuentran
altamente expuestas a estas micotoxinas ya que el maiz forma parte de los
alimentos base dentro de sus dietas. En el afio 2011, la OMS report6é que el 63%
de un total de 10 354 muestras de maiz y productos a base de maiz analizadas a
nivel mundial se encontraban contaminadas con fumonisina Bj, revelando un

verdadero problema de Salud Publica y econémico (Bryta et al., 2013).

El PPC es un tipo de coccion en una solucion alcalina de hidroxido de calcio
utilizada comanmente para eliminar el pericarpio del maiz sin llegar a la coccion
total. Existen estudios que demuestran que similares procesos térmicos alcalinos
inducen a la hidrdlisis de las fumonisinas, disminuyendo su toxicidad(De la
Campa, Miller, & Hendricks, 2004; Humpf & Voss, 2004a; Palencia et al., 2003).

10
Ma. Viviana Araujo Campoverde
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.  MARCO TEORICO
CONTAMINACION DE MAIZ CON FUMONISINAS

1.1.Estructura quimicay propiedades de las fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo heterogéneo de compuestos quimicos de bajo peso
molecular producidos como parte del metabolismo secundario de algunos tipos de
hongos, principalmente del genero Fusarium, entre ellos F. verticilliodes, F.
moniliforme y F. proliferatum (Pagliuca et al., 2005). Su estructura quimica esta
formada por una cadena hidrocarbonada de di-esteres de propano 1, 2, 3 acido
tricarboxilico y una cadena larga de polihidroxiaminas semejantes a las bases de
esfingolipidos, esfingosina y esfingomielina (Bryta et al., 2013; Dombrink-

Kurtzman, Dvorak, Barron, & Rooney, 2000).

Se han descubierto al menos 18 analogos de las fumonisinas, los cuales han sido
clasificados basados en su estructura quimica en series A, B, C y P (Bryfa et al.,
2013). De este grupo, los is6bmeros FB1, FB, y FB3 son los mas abundantes y
relevantes ya que juegan un papel importante en la contaminacion de alimentos.
De ellos, el isomero FB; es el mas peligroso por sus propiedades cancerigenas,
entre otras (Pagliuca et al., 2005).

Desde el punto de vista quimico, la fumonisina B; es un amino-
pentahidroxieicoseno en el que los grupos hidroxilo que se encuentran ubicados
en los C14 y C15 son sustituidos por propano-1, 2, 3-acido tricarboxilico (diéster
de propano-1, 2, 3- 4cido tricarboxilico). Las estructuras quimicas de los isbmeros
FB, y FB3 son casi idénticas pero se diferencian en que el isomero FB, no posee el
grupo hidroxilo en el C10 (Bryta et al., 2013; Grenier et al., 2012).

11
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R, R, OH
CHs

: Functional group Molecular |

Compound Acronym
Ry | R: | Ry | Ry Rs weight

Fumonisin B, FB, TCA| TCA| OH | OH NH, 721
Fumonisin B, FB, TCA|TCA| H |OH NH; 705
Fumonisin B, FB, TCA|TCA| OH | H NH; 705
Hydrolysed FB, JHFB, | OH|OH[OHIOHl NH, | 405
N-Carboxymethyl FB, NCMFB, | TCA| TCA| OH [ OH| NH(C;O.H,) 779
N-1-Deoxy-D-fructose-1-yl FB, NDFB, TCA| TCA| OH | OH| NH(CH,,0.) 883

TCA denotes propane-1,2,3-tricarboxylic acid HO 0
. O o}
(i.c. tricarballylic acid):
HO O0—R

Figura 1. Estructura quimica de las Fumonisinas (Bryta et al., 2013)

En general, las fumonisinas son compuestos polares altamente higroscopicos que
se solubilizan bien en agua y soluciones acuosas de metanol o acetonitrilo, siendo
altamente estable en soluciones de acetonitrilo—agua en proporcion 1:1 (Bryfa et
al., 2013). Ademés, las fumonisinas son muy estables al calor incluso al
calentamiento a 100°C, temperatura a la cual no se observa una pérdida
considerable a menos que el alimento o la muestra sean sometidas a una
temperatura mayor a 150°C (Bryta et al., 2013). Particularmente, se ha observado
una degradacion del 90% después del calentamiento a 175°C por 60 min (Bryta et
al., 2013). A pesar de que la pérdida de las fumonisinas tras su calentamiento a
100° C no es significativa, el procesamiento puede conllevar a una pérdida
importante de la cantidad detectable de fumonisinas debido, por ejemplo, a una
degradacion quimica por la reaccion de Maillard o por la hidrolisis mediante la
pérdida de dos grupos tricarboxilicos en medio alcalino (Dall’Asta, Falavigna,

Galaverna, Dossena, & Marchelli, 2010).

12
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1.2.Biosintesis de las Fumonisinas

El hongo del genero Fusarium, especialmente la especie F. verticilliodes es el
contaminante de maiz mas frecuente alrededor del mundo. El proceso de
contaminacion puede empezar incluso en las primeras etapas de formacion del
grano; sin embargo, la cantidad de micotoxina que se produce en las distintas
etapas de maduracion del maiz puede variar significativamente. Ensayos in vitro
han permitido establecer los requerimientos basicos para el desarrollo de
fumonisinas, estableciéndose que su sintesis depende primordialmente de la
presencia de azucares (especialmente de amilopectina), del pH, actividad acuosa
(aw) y de la presencia de nitrogeno en el medio. El hongo puede empezar a
contaminar el maiz antes de su cosecha o en las etapas tempranas de secado si
la aw es alta. La temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre los 20-
30°C, alcanzando su pico maximo de produccién entre los 20-25°C con un aw de
0.95-0.99; mientras que en temperaturas menores a 10°C y aw menor a 0.93 la
produccién de micotoxinas puede detenerse (Bryta et al., 2013).

1.2.1. Fumonisina B hidrolizada (HFB; 0 AP,)

La forma hidrolizada de la fumonisina B; (HFB;), también conocida como AP; (1-
aminopentol), se forma por la hidrélisis de las cadenas laterales del &cido
tricarboxilico en los Ci14 y Cy5 los cuales son reemplazados por grupos hidroxilos.
Se ha demostrado que las HFB; se forman durante el proceso de nixtamalizacion
por accion del hidréxido de calcio en caliente y existen investigaciones que
sugieren su formacion in vivo en el tracto gastrointestinal de los humanos por

accion de la flora presente (Bryta et al., 2013; Pagliuca et al., 2005). La forma

13
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hidrolizada es menos toxica que la forma original FB; aunque se estima que puede
producir dafio a nivel del higado vy rifion (Pagliuca et al., 2005). La disminucion en
la toxicidad de esta forma hidrolizada, radica en que la cadena de la AP, compite
por el sitio activo de la enzima ceramida sintetasa mientras los grupos anionicos 1,
2,3- &cido tricarboxilico de la FB; se une al acetil CoA y compite por la uniéon con
los &cidos grasos. La eliminacién del propano 1, 2,3- TCA de la cadena reduce la
posibilidad de la inhibicién de la sintesis de ceramida. La AP; no solo activa como
inhibidor sino también como substrato para la reaccion de acetilacién a través de
la ceramida sintetasa, al inhibir esta enzima no se produce la dihidroceramida y
por lo tanto se interrumpe la produccién de esfingolipidos. (Bryta et al., 2013).

14
Ma. Viviana Araujo Campoverde
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1.3.Toxicidad e impacto en la salud publica de las fumonisinas

La toxicidad de las fumonisinas radica en la similitud estructural que existe entre
las fumonisinas y los esfingolipidos y esfingomielinas. Fumonisina B; y otros
analogos que poseen un grupo amino libre en la posicion C, de su molécula son
capaces de inhibir la sintesis de ceramida ya sea por interrupcion en la conversion
de esfingosina a dihidroceramida o en la interrupcion de la reacilacion de la
esfingosina durante la sintesis de ceramidas, lo que se produce mediante un
mecanismo de inhibicibn competitiva de la enzima ceramida sintetasa (Bryta et al.,
2013). Estudios recientes han confirmado que la FB; es capaz de producir
defectos en la formacion del tubo neural. Se le ha asociado también con la
aparicion de edema pulmonar en cisnes, edema pulmonar en porcinos,
arteroesclerosis en monos y hemorragia cerebral en conejos. Ademas puede
actuar como un agente inmunomodular produciendo dafio al tracto
gastrointestinal. Se ha observado que las fumonisinas presentan también actividad

nefrotéxica y hepatotoxica (Hartinger & Moll, 2011; Humpf & Voss, 2004b).

La relacién de las fumonisinas y su capacidad para producir enfermedad en el ser
humano todavia no se ha esclarecido, por lo que la Agencia Internacional de
Investigacion de Céancer (IARC) ha decidido clasificarla dentro del grupo B2
“posible agente cancerigenos en humanos” . En varios estudios realizados en los
ultimos afios se ha observado una fuerte correlacion entre el consumo de maiz
contaminado con FB; y un aumento en el riesgo de la aparicion de cancer de
esofago entre la poblacion de granjeros en el centro y sur de Africa , ademas de la
aparicion de enfermedades relacionadas con la formacion del tubo neural e
interrupcion del crecimiento normal de células y la permeabilidad de las mismas,
disminucién de peso en infantes y aparicién de diarrea y dolor estomacal (Humpf &
Voss, 2004b; IARC, 2003; Pagliuca et al., 2005).

16
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Por otro lado, las fumonisinas también son fitotoxicas produciendo una reduccion

marcada en la sintesis de clorofila (Bryta et al., 2013).

En lo que se refiere a la toxicidad de la forma hidrolizada (HFB1) no existe
evidencia contundente de su inocuidad para el ser humano. Se sabe que sus
efectos son menores a los observados con las FB; y que su organo diana es el
aparato digestivo, por lo que se han realizado estudios in vivo en cerdos joévenes.
Los resultados de pruebas histopatoldgicas del tracto gastrointestinal tras un
periodo de alimentacion contaminada con FB; y HFB; demostraron que las
lesiones a nivel hepético iban de leves a moderadas en todos los animales
expuestos a la alimentacion contaminada con FB; a diferencia del grupo
alimentado con HFB; que no presentaba mayores lesiones, lo que llevo a la
conclusién de que la forma hidrolizada HFB; no induce a dafios severos a nivel
hepatico. En las muestras de sangre extraidas se realizaron pruebas quimicas de
marcadores hepaticos y los resultados demostraron nuevamente que el grupo
alimentado con FB; presentaban valores aumentados de albimina, proteinas
totales, colesterol, triglicéridos, fibrindgeno y y-GT mientras en el grupo HFB; no
se presentd ningun cambio a nivel de estos marcadores. Las mismas pruebas
fueron realizadas en otros segmentos del tracto digestivo como el intestino grueso
y delgado encontrando siempre los mismos resultados antes expuestos (Grenier et
al., 2012).

1.4.Técnicas de analisis de las Fumonisinas

En general, las fumonisinas son moléculas polares, solubles en agua y solventes
organicos polares y por lo tanto candidatas para su determinacién por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en fase reversa con una previa

derivatizacion de la muestra, la misma que se emplea para transformar a la

17
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muestra en un compuesto fluorescente (Bryta et al., 2013). Los reactivos
empleados para tal fin pueden incluir naftaleno-2,3- dicarboxilico aldehido (NDA),
cianobenzoindol (CBI), ophtaldialdehido (OPA) o el 7-fluoro-4-nitrobenceno-2-oxa-
1,3-diazol (NBD-F) (Bryta et al., 2013).

La separacidon y extraccion de la muestra es el paso mas importante dentro del
andlisis para lo cual se puede utilizar una extraccion liquido-liquido con una
mezcla de solventes organicos polares como la de acetonitrilo-agua en proporcién
1:1 v/iv o una mezcla de alcoholes como metanol y etanol en proporcién 70-80%,
sin embargo se ha observado que las mezclas alcohdlicas no son muy eficientes
(Bryta et al.,, 2013; Shephard, 1998). En lo que se refiere a la limpieza de la
muestra se pueden utilizar técnicas de intercambio de iones por cromatografia

(SAX) o columnas selectivas de inmunoafinidad (IAC) (Bryta et al., 2013).

El mayor problema que se presenta durante el analisis de fumonisinas proviene de
la unién de éstas a otros macro componentes (carbohidratos, proteinas, grasas y
sus derivados) presentes de forma natural en las muestras, lo que dificulta la
identificacion de las fumonisinas por los métodos convencionales. Una opcion para
resolver la unidon de fumonisinas a proteinas puede ser realizar la extraccion
empleando un detergente de proteinas como el dodecil sulfato de sodio, para
luego realizar normalmente una extraccion liquido-liquido a partir del extracto

recogido (Bryta et al., 2013).

1.5.Posibilidades para la reduccion de fumonisinas en alimentos

Dado el gran impacto a nivel mundial que tiene la contaminacion con micotoxinas
de los alimentos, tanto a nivel de salud e inocuidad como a nivel econémico,
varias estrategias pre- y post-cosecha para la disminucién de micotoxinas en

18
Ma. Viviana Araujo Campoverde



Fons | YA @"‘"“  FOSSBENTE

piensos y alimentos han sido propuestas. Particularmente, para el caso del maiz,
la estrategia post cosecha de separacion fisica de las partes visiblemente
contaminadas ha sido la mas eficaz para reducir el grado de contaminacion de
micotoxinas, y por ende su consumo Yy Su propagacion a los granos que se
encuentran en buen estado. Métodos de adsorcion han demostrado ser eficaces
para ligar aflatoxinas a ciertos agentes por lo que se intentado utilizar el mismo
método para fumonisinas para su posible aplicacion a nivel agropecuario. Los
agentes de adsorcion estudiados incluyen carbon activado, bentonita y diatomita,
pero los resultados obtenidos han sido muy pobres (Hartinger & Moll, 2011). Por
otro lado, se han observado mejores resultados utilizado otros agentes como

colestiramina y bacterias del &cido lactico (Hartinger & Moll, 2011).

Otro ejemplo de las estrategias post-cosecha en el maiz se relaciona con el
proceso de coccién alcalina conocido como nixtamalizacion (Hartinger & Moll,

2011), el cual sera descrito a detalle a continuacion.

1.5.1. Nixtamalizacién

La nixtamalizacion es un proceso prehispanico originado en Mesoamérica
mediante el cual se realiza la coccion del maiz con agua y cal para obtener el
nixtamal. La palabra nixtamal proviene de los vocablos nahuatl “nextli” que
significa “cenizas de cal’ y ‘tamalli” que significa “masa de maiz cocido”. Al moler
el nixtamal se obtiene una masa, que puede secarse para uso posterior (harina) o
utilizarse fresca para la elaboracion de tortillas, tamales, arepas, etc. El proceso de
nixtamalizacion inicia con la coccion del maiz en una solucion alcalina (hidréxido
de calcio o cal apagada) a una temperatura cercana al punto de ebullicibn por
cierto tiempo (desde unos minutos hasta una hora) después del cual se deja

reposar al maiz en el caldo (generalmente por una noche, sin embargo puede
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variar entre unos minutos hasta alrededor de un dia). La duracion del tiempo de
coccién y remojo varia segun el tipo de maiz, las tradiciones locales, la altitud
sobre el nivel del mar y el tipo de alimentos a preparar. Durante la coccion y el
remojo, la solucion alcalina provoca la degradacion y solubilizacion de los
componentes de la pared celular (hemicelulosa y pectina) de los granos de maiz,
permitiendo la remocion del pericarpio (cascara) y que el endospermo se suavice.
Ademas, los almidones se disuelven, se gelatinizan y parte de estos migran al
caldo de coccibn; el grano se hidrata y absorbe calcio, y se inactivan ciertas
enzimas del germen que evitan la oxidacion de las grasas de éste, alargando la
vida media del producto final. Luego del remojo, la solucion alcalina se descarta y
los granos de maiz se lavan, se enjuagan y se vuelven a lavar. En este punto los
granos de maiz se pueden pelar facilmente con los dedos al frotarlos. Después el
grano se usa solo o se muele para obtener la harina de maiz (De la Campa et al.,
2004; Dias Roig & Miaja, 2016)

En los ultimos afios se han realizado estudios que demuestran que el proceso de
nixtamalizacion también puede ser usado como método efectivo para la reduccién
de la contaminacién con micotoxinas del maiz (De la Campa et al.,, 2004). En
particular, se ha observado que este proceso puede reducir alrededor del 73-95%
de Fumonisinas (Dombrink-Kurtzman et al., 2000) (De la Campa et al., 2004). Esta
reduccion se debe a que, bajo las condiciones de coccién en medio alcalino (pH 8-
9), la fumonisina B; pasa mayoritariamente a su forma hidrolizada HFB1 por
reemplazo de los acidos tricarboxilicos por hidrégenos en los carbonos 14 y 15, lo
que dificulta su deteccion por las técnicas comunes. La forma hidrolizada (HFB3),
es menos peligrosa para la salud humana, pero no existe informacion que indique
gue esta forma hidrolizada no se revierta a su forma original una vez que se
encuentra en el tracto gastrointestinal. Los factores fisicos mas importantes del
proceso es la proporcion empleada de maiz/cal, que a su vez afecta el pH de la
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coccion, y el tiempo de remojo que ayuda a eliminar los residuos remanentes del
pelado. Cabe considerar que la temperatura no juega un rol importante en el
proceso (De la Campa et al., 2004).

1.6.Regulaciones de las fumonisinas en maiz y derivados

Varias organizaciones a nivel mundial han establecido limites maximos
permisibles de fumonisinas en alimentos, basandose no Unicamente en la parte
toxicoldgica, sino también por ser limites alcanzables cuando se emplean buenas
practicas en la agricultura y de manufactura (Hartinger & Moll, 2011). Por ejemplo,
en la Comision Europea el limite maximo permitido es de 4000 pg/kg para las
fumonisinas B;+B, en maiz sin procesar, y de 1000 pug/kg en el maiz en proceso
de pelado y en maiz destinado a alimentos para consumo humano directo
(European-Commission, 2006). De manera similar, el limite establecido por la
Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos de América (FDA) es
de 4000 pg/kg para productos de maiz entero o con remocion parcial del germen,
y de 4000 pg/kg para maiz limpio destinado para produccion de masa (National-
Grain-and-Feed-Association, 2011). Por su parte, el Comité de expertos de
FAO/OMS en aditivos alimentarios (JECFA) ha establecido un limite provisional
para la ingesta diaria permitida (PMTDI) de 2 pg/kg de peso corporal por dia para

las fumonisinas B;, B, y B3 solas o en combinacion.
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Il. METODOLOGIA

2.1Tipo de estudio

El presente estudio fue cuantitativo, analitico, experimental, cuyo obijetivo fue la
evaluacion del pelado de maiz con hidréxido de sodio (cal apagada) como
potencial estrategia de descontaminacién de fumonisinas en el maiz seco utilizado

para la elaboracién de mote pelado.

2.1.1 Areade estudio

Este estudio se realiz6 en los cantones de Cuenca y Nabon, Azuay-Ecuador.
Cuenca es la tercera ciudad mas grande del Ecuador y la capital de la provincia
del Azuay. Se encuentra a 2538 m.s.n.m., posee una superficie de 15730
hectareas y tiene una poblacion aproximada de 580000 habitantes (Cuenca,
2016). Nabdn se encuentra ubicado al sureste de la provincia del Azuay, a una
altitud de 3300 m.s.n.m. y a 71 Km de Cuenca. Nabon tiene una poblacién de
15121 habitantes, distribuida en 6,9% en la zona urbana y el 93,1% en la zona
rural. Segun el censo del afio 2010, la principal fuente de ingreso econémico en
Nabdén provino de la agricultura, silvicultura y pesca. Nabdén estd considerado
como el noveno canton mas pobre del pais, con un 87.9% de pobreza y un 55.7%
de indigencia. Nabon esta dividido politicamente en cuatro comunas indigenas
(Shifia, Chunazana, Morasloma y Puca), tres parroquias de poblacion mestiza
(Cochapata, Las Nieves y El Progreso) y un centro cantonal (Nabon centro)
(Nabodn, 2015).
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En el canton Cuenca se llevd a cabo la recoleccion de la informacion sobre el
proceso de pelado de maiz con cal (PPC) mediante encuestas realizadas de
manera aleatoria. En el cantdbn Nabon se llevo a cabo la recoleccion de las
muestras de maiz seco para los experimentos, las cuales fueron adquiridas a

pequefios productores de maiz.

CANTON NABON =

Figura 3. Mapa politico de Nabon (Nabon, 2015). Las zonas de muestreo estan

marcadas con circulos en rojo.

2.2 Muestreo y tamafo de la muestra

En este estudio no se realizé un proceso de muestreo per-se. Se seleccionaron a
los pequefios productores de maiz en Nabdn a partir de un estudio precedente a
éste, con el criterio de que el maiz estuviese contaminado con fumonisina B;. En
total, se recolectaron 12 muestras de maiz seco con cascara, variedad cuzco
ecuatoriano (Zhima), de 6 libras de peso cada una. Las muestras se recolectaron

en los sectores de La Paz (n=1), El Progreso (n=1), Yacudel (n=2), Chayahurco
23
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(n=3), Romerillo (n=1), Naboén centro (n=1), Tamboloma (n= 1), La Ramada (n=1)
y Pucallpa (n=1). Las muestras de maiz fueran conservadas en condiciones

frescas y secas hasta su procesamiento.

2.3Recoleccion de la informacion del proceso de pelado de maiz con cal
(PPC)

Se disefid una encuesta para recolectar informacidn sobre los parametros basicos
del proceso del pelado de maiz con cal (Anexo 1). La encuesta se aplicé a 30
personas en el cantdon Cuenca. Adicionalmente se realizaron pruebas de pelado in
situ con tres personas en distintas partes de la ciudad de Cuenca: Miraflores,

Tutupali y Punta Corral.

2.4Analisis de fumonisina B;
2.4.1 Equipos, materiales y reactivos

Los equipos, materiales, reactivos, estandares, asi como las instalaciones y la
mayoria de insumos para preparacion de las muestras fueron provistos por el
Laboratorio de Alimentos y Nutricion, Proyecto VLIR-IUC “Alimentacién, Nutricion y
Salud”, Departamento de Biociencias, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad
de Cuenca, como parte del proyecto de investigacion “Assessment of the
traditional wood ash nixtamalization as detoxification strategy to reduce Fumonisin
and Aflatoxin contamination of boiled maize ("mote pelado”), Nabon-Ecuador”
financiado por la Fundacién Internacional de Ciencia (IFS) (Research Grant

E/5398-1).
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Equipos

e HPLC con detector de fluorescencia (Agilent 1 200, USA)
e Generador de nitrogeno (Domnick Hunter, USA)

e Sistema de extraccion al vacio ( Heidolph, Alemania)

e Potenciometro (Mettler Toledo, Suiza)

e Centrifuga (Hettich, Alemania)

e Homogeneizador horizontal (VWR, USA)

e Purificador y destilador de agua (Barnstead, USA)

e Micropipeta (Brand, Alemania)

e Micropipeta (Boeco, Alemania)

e Bafio ultrasénico (Branson, USA)

e Sistema de extraccién al vacio para fase soélida SPE (Waters, USA).
e Mezclador vortex (Velp Scientifica, Italia)

e Balanza portéti (Ohaus, USA)

e Balanza electronica de precision (Boeco, USA)

e Cocineta eléctrica de 2 quemadores ( Oster, USA)

¢ Moledor de café (Kitchen aid, USA)

Materiales e insumos

e Papel filtro Whatman No. 4

e Filtros de membrana de fluoruro de polivinildeno (PVDF) (0.45 pm x 13 mm)
e Cartuchos para extraccion SPE de intercambio anionico fuerte (SAX)

e Material de vidrio

e Microtubos

e Jeringuillas de 3 mL
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e Viales para HPLC (2 mL) con inserto de vidrio
e Fundas con cierre ziploc

e Fundas de papel

e Etiquetas

e Ollas de acero inoxidable

Reactivos y estandares

e Metanol (MeOH), grado gradiente
e Hidréxido de sodio (NaOH)

e Acido clorhidrico (HCI)

e Acido acético glacial (HAC)

e Fosfato de sodio dihidrogenado
e Acetonitrilo (MeCN)

¢ Acido ortofosforico

e Tetraborato de sodio

e B-mercaptoetanol

e Orto-phtaldehido (OPA)

e Estandares de extracto solido puro de fumonisina B;

2.4.2 Método de analisis

La determinacién de FB; se realiz6 mediante la técnica cromatografia liquida de
alta resoluciéon (HPLC) en fase reversa (RP) con deteccion de fluorescencia (FLD).
El método modificado a partir del descrito por Kimanya et al., 2008. La FB; se
extrajo a partir de 20 g de una muestra de maiz finamente molida usando 50 ml de

la mezcla de solvente metanol/agua (75:25 v/v) en una botella de vidrio de 100
26
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mL. La extraccion se realizé agitando manual y vigorosamente la mezcla por dos
minutos y luego se coloco6 en un agitador horizontal por 10 minutos a 300 rpm. La
suspension fue filtrada a través de papel de filtro Whatman No.4 y se centrifugo
por 10 minutos a 5000 rpm. El pH del filtrado debia estar entre 5.8 y 6.5 (ajuste
con NaOH 0.1M o HCI 0.1N). Para la purificacion del extracto se utilizaron
cartuchos de intercambio de aniones fuertes (SAX) que fueron pre-lavados con 5
mL de metanol y 5 mL de metanol/agua (75:25, v/v). Una alicuota de 10 mL del
extracto se paso a través de los cartuchos SAX a una velocidad de flujo de 1 mL
min™. Los cartuchos se lavaron con 8 mL de metanol/agua (75:25, v/v) seguido de
3 mL de metanol a una velocidad de flujo de 5 mL min™. Luego se aplicé una
ligera corriente de vacio en el cartucho (10 segundos) y finalmente la FB; fue
eluida muy lentamente (<1 mL min™) con 10 mL de metanol/acido acético (99:1,
v/v). El eluido se recogié en un matraz esmerilado con capacidad de 25 mL y el
borde del matraz se lavé con 0.5 mL adicionales de metanol. El eluido se secé
usando un rotavapor a 40°C por aproximadamente 3 minutos hasta dejar el
volumen de 1 mL. Transcurrido este tiempo, el eluido se trasvaso a un tubo de 10
mL, y el matraz fue lavado 3 veces con 0.5 mL de metanol, afiadiendo esto
también al tubo. El extracto fue llevado a sequedad bajo una corriente de

nitrégeno a temperatura ambiente.

La derivatizacion de la FB; se realizo disolviendo el extracto seco con 200 ul de
metanol y luego se afadié 200 pl del reactivo derivatizante OPA (solucién de 40
mg de orto-phtaldehido en 1 mL de metanol con 5 mL de tetraborato de sodio
0.1M y 50 pl de B-mercaptoetanol). La solucion se homogeniz6 por 30 segundos
con un homogeneizador vortex, se filtro (filtro de membrana de 0.45 um de tamafio
de poro) y se transfiri6 inmediatamente en un vial para el analisis por HPLC. La
solucion derivatizada debe ser inyectada al sistema (20 uL) en un lapso total de
2.5 min. La separacion cromatografica se realiz6 en una columna C18 (150 x 4.6
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mm, 5 um) a 30°C siguiendo una elucion isocratica a una velocidad de flujo de 1
mL min™. La fase mévil fue una mezcla de metanol con una solucién de fosfato de
sodio di hidrogenado 0.1 M (75:25 v/v) con un pH ajustado a 3.35 utilizando acido
ortofosférico. La deteccion por fluorescencia se realizé a 335 nm de excitacion y

400 nm emisioén. El andlisis tuvo una duracion total de 18 minutos.

A continuacién se presenta las caracteristicas analiticas del método optimizado:

Tabla 1. Caracteristicas del método analitico para el andlisis de fumonisina B

Parametros analiticos Valores Unidades

Limite de deteccién 0.55 Ha/kg

Limite de cuantificacion 1.10 ug/kg

Rango lineal bajo 5.0-25.0 ng/mL
Linealidad (R?) 0.9939

Rango lineal medio 10.0 - 100.0 ng/mL
Linealidad (R?) 0.9942

Rango lineal alto 100.0 - 400.0 ng/mL
Linealidad (R?) 0.9646

Recuperacion (recovery) 86+11.9 %

Tiempo de retencién 6.9+0.6 min

Precision inter-dia 15.15 %

Precision intra-dia 8.9 %
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2.4.3 Curvas de calibracién

Se realizaron tres curvas de calibracion con distintos rangos de concentraciones
gue abarcaban los posibles valores presentes en las muestras. Los rangos de
concentracion fueron 5-25 ng/mL, 10-100 ng/mL y 100-400 ng/mL. Se partié de un
extracto seco de un patrén de fumonisina B; de 0.1 mg/mL (100 pL) la misma que
fue reconstituida con 1 000 pL de MeCN: H20O (dilucion 1/10) obteniendo una

solucion stock de 10ppm.

El volumen final de las soluciones patréon fue de 200 pL, que fue alcanzado
diluyendo la solucién stock con metanol. Finalmente, la concentracion de las
soluciones disminuyé a la mitad por la dilucién 1/2 con el reactivo derivatizante

OPA antes de la inyeccién en el HPLC.

Tabla 2. Concentraciones utilizadas para la curva de calibracion.

Concentracién (ng/mL) Dilucion + OPA Stock + MeOH (200 pL)

Stock 1 000ng/mL

800(400)* 1/1.25x% 160 + 40
600(300) 1/1.66x % 120 + 80
400(200) 1/25x% 80 + 120
200(100) 1/5x% 40 + 160
150(75) 1/6.66 x % 30 + 170
100(50) 1/10x % 20 + 180
50(25) 1/20x % 10 + 190
Stock 100 ng/mL
40(20) 1/25x% 80 + 120
30(15) 1/3.33x% 60 + 140
29
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20(10) 1/5x% 40 + 160
10(5) 1/10 x % 20 + 180

()* Concentracion final después de la dilucién con el reactivo derivatizante OPA.

2.4.4 Analisis de datos cromatograficos

El calculo del nivel de contaminacion de fumonisina B; (C) se hizo siguiendo la
siguiente ecuacion:

C, (ng/mL)

C (ng/g) = g (@m0

Donde C; = concentracién de micotoxina presente en la alicuota inyectada; g =

gramos de muestra por mililitro en la inyeccion.

Los gramos por mililitro al momento de la inyeccion fueron 10 g, lo que deduce de

los siguientes esquemas de extraccion y preparacion de las muestras:
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Fumonisinas

O
20g/50mL

<

49/10mL

O
49
U

49/0.2mL
| MeOH+0.2mL OPA |

A

49/0.4mL

<

10g/mL

Figura 4. Esquema de célculo de gramos de muestra por mililitro al momento de la

inyeccion
2.5Disefno experimental

El disefio experimental para la evaluacién de los fumonisina en PPC del maiz

incluyd 3 etapas, las cuales se describen a continuacion.

2.5.1 Caracterizacién del proceso PPC

La caracterizacion del proceso PPC se realizé con el fin de determinar las
condiciones del analisis a mantenerse constantes durante todo el experimento y

para seleccionar en cuanto al grano de maiz el lugar, fecha y variedad.
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2.5.2 Pruebas de agotamiento de cal para el PPC

Las pruebas de agotamiento de cal para el PPC tuvieron como objetivo:
Pelado de grano P como una funcion de la cantidad de cal, P — P(x)

Cocinado del grano 1 — T(x)

2.5.3 Pruebas de evaluacion del PPC

La evaluacion del PPC se realizé con el fin de determinar su potencial en la
reduccion del grado de contaminacion con fumonisina B;. Esto se realiz6 mediante
el andlisis de FB; (Test F) considerando las variables independientes del pelado P,

coccion 1 y la concentracion de cal x:
TestF — F (P, 1) — F(x):

Test F — grano crudo sin PPC
Test F — grano cocinado sin PPC

Test F — grano pelado con PPC (con variacion de la cantidad x de cal)

A

Test F — grano PPC y cocinado

2.6 Manejo estadistico de datos

Los datos de las encuestas fueron ingresados por duplicado en el software
EpiDATA version 3.1. Esta informacion fue validada y exportada al software

estadistico STATA 10.0 para realizar el analisis estadistico descriptivo respectivo.

El andlisis de los datos cromatograficos se realiz6 con la ayuda del programa
CHEMSTATION SW (Agilent Technologies) Los parametros de validacion de las
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técnicas de andlisis (linealidad, limites de deteccion y cuantificacion, porcentaje de
recuperacion, precision intra e inter-dia) asi como las curvas de calibracion y

calculos fueron calculados utilizando Microsoft Excel 2010.

Los resultados experimentales se presentan como curvas de agotamiento de cal
para el proceso PPC y curvas de reduccion de fumonisinas en funcion de la
concentracion de cal y la etapa del proceso PPC. La diferencia de la concentraciéon
de fuminisina B; y la etapa del proceso de pelado (independientemente de la
concentracion de cal) fueron evaluadas mediante un Analisis de Varianzas
(ANOVA) seguido de un Test de Scheffe para cuantificar dichas diferencias. Todos
los analisis estadisticos se realizaron en el programa Stata 10.0 con un nivel de

significancia del 5%.

2.7 Aspectos éticos

Este estudio constituye un trabajo adjunto al proyecto de investigacion IFS E5398
“Assessment of the traditional wood ash nixtamalization as detoxification strategy
to reduce Fumonisin and Aflatoxin contamination of boiled maize ("mote pelado"),
Nabon-Ecuador” financiado por la Fundacién Internacional de Ciencia (IFS), el
cual cuenta con la aprobacion del Comité de Bioética de la Universidad Central del
Ecuador COBI/IRB (aprobacion. 11/12/2014).
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II. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion del proceso de pelado de maiz con cal (PPC)

Para caracterizar el proceso de pelado de maiz con cal (PPC) se realizaron

encuestas y posteriormente observaciones del proceso en situ.

3.1.2 Caracterizacion del PPC mediante encuestas

En total, se realizaron 30 encuestas sobre el proceso de PPC a personas que lo
realizan de manera casera/artesanal en el canton Cuenca. Los resultados de estas

encuestas se presentan en la Tabla 2 y Tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion del proceso de pelado de maiz con cal (PPC)

Variable Prevalencia
n (%)

Remojo del maiz antes del

PPC
No 30 (100%)
Procedencia de la cal
Ferreteria 30 (100%)
Tipo de olla
Cualquiera 26 (87.6%)
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Olla tamalera 2 (6.7%)

Olla de acero inoxidable 1 (3.3%)
Paila de bronce 1 (3.3%)
Orden de los ingredientes
para el proceso térmico del Agua hirviendo + maiz + 27 (90%)
PPC cal
Agua + maiz + cal 2 (6.7%)
Agua tibia + maiz + cal 1 (3.3%)
Tiempo de coccion hasta la
remocién de la cascara Hasta que empiece a
desprenderse. 21 (72.4%)
20 minutos 4 (13.8%)
3-4horas 2 (6.9%)
1 hora 2 (6.9%)

Proceso de pelado PPC
Pasar a un cesto holgado
y frotar con las manos. 26 (86.7%)
Pasar a un cesto holgado
y frotar con la ayuda de
una cuchara. 2 (6.7%)
Reposar en el agua de
pelado por una noche y
pelar al dia siguiente. 2 (6.7%)
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Remojo posterior al PPC

Escurrido posterior al PPC

Secado posterior al PPC

Dejar en remojo toda la
noche y lavar al dia
siguiente.

Remojar un dia
cambiando el agua de 3-4

veces.

Si

Secado extendido sobre

24 (80%)

6 (20%)

30 (100%)

cualquier superficie. 18 (60%)
Secar al sol sobre 6 (20%)
saquillos.

Secar al sol sobre una

estera. 6 (20%)

Tabla 4. Cantidad promedio de agua, cal y maiz del PPC
Cantidad n Promedio + DE Min-Max
Cal (g) por cada 100 g de maiz 30 7.6 +3.6 2.0-18.2
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Agua (mL) por cada 100 g de maiz 7 0.2+0.7 0.08 - 0.02

Relacién maiz / cal 30 176+ 115 55-498

En general, los datos obtenidos de la encuesta fueron muy variables. Ademas, la
mayoria de participantes (77%) no indic6 la cantidad de agua utilizada,
refiriéndose solamente a que debia ser una cantidad suficiente para cubrir la
porcién de maiz utilizada. Se realiz6 un experimento en el laboratorio en donde se
intentd reproducir el proceso con las cantidades descritas en la encuesta,
utilizando 400 g de maiz, 30.4 g de cal y se determind la cantidad suficiente de
agua que fue de 500 mL con 50 mL de pérdida durante el proceso de ebullicién
(550 mL en total). El experimento de réplica en el laboratorio no dio los resultados
esperados posiblemente por omisién de lavado con agua corriente durante el
pelado, lo cual no fue detallado en la encuesta. Por esta razon se decidi6 repetir la
recoleccion de datos por observacion del pelado in situ en el que se documenté

paso a paso el proceso.

3.1.3 Caracterizacion mediante observacion del PPC in situ

La observacion in situ del PPC se llevdo a cabo con la participacion de tres
personas conocedoras del proceso provenientes de tres diferentes sectores de la
ciudad de Cuenca en tres dias diferentes de la semana. Todas las observaciones

coincidieron tanto en las cantidades utilizadas como en el procedimiento de PPC:

“Por cada 2 libras de maiz se empleaban 4 onzas de cal que se

hacen hervir por alrededor de 10 minutos en 3 L de agua hasta
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que la cascara se desprenda al frotar entre los dedos.
Posteriormente se pasa el maiz a una canasta y se lava debajo de
un chorro de agua continuo hasta que toda la cascara se
desprenda refregando con las manos y en contra de la canasta.
Para proceder a la coccion es necesario desaguar el maiz por un
periodo de 6 a 12 horas cambiando el agua cada 3 horas para
finalmente cocinar el maiz cambiando el agua de los primeros 10
minutos de ebullicion y dejando hervir hasta que el maiz este

cocinado.”

3.1.4 Caracterizacion final del PPC

Para el proceso final se tomd en cuenta la informacion de la observacion del PPC
in situ. En el laboratorio se reprodujo el proceso trabajando con 100 g de maiz y
las cantidades equivalentes de agua (330 mL) y cal (12.5 g). Luego del pelado, el
maiz fue desaguado, cocinado y secado determinando el porcentaje de humedad
(59.4 £ 2.4 %) (Anexo 2). El proceso completo fue documentado y se presenta en
la Tabla 5 (Anexo 3).

Se realizaron ciertas modificaciones al proceso para reducir factores externos que
puedan interferir en el desarrollo de los experimentos posteriores. Estas

modificaciones incluyeron:

- Tapar la olla durante la coccion para el PPC, para evitar la contaminacion
ambiental y disminuir los tiempos de coccién

- Cambiar la canasta de esterilla para el pelado final por una canasta de plastico
ya que dada la naturaleza de la canasta era propensa a enmohecer con el uso.
Cabe mencionar que se tratd de reemplazar la canasta por un colador de acero
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inoxidable pero este no brindaba la superficie de rozamiento necesaria para la

remocion de la cascara.

Tabla 5. Proceso final PPC

Etapa del proceso Cantidad
Coccion-PPC
Cantidad de maiz (g) 100
Cantidad de cal (g) 12.5
Cantidad inicial de agua de coccién (mL) 330
Cantidad de agua después de la coccién (mL) 105
Tiempo de coccidon (minutos) 9

Lavado, pelado y desaguado-PPC

Cantidad de agua lavado/pelado manual (mL) 9 925
Cantidad de agua para remojo después del pelado 500
(desaguado)

Cambios de agua de desaguado

Duracion de cada desaguado (horas)

Coccion del grano pelado

Tiempo de coccidon (minutos) 190

Cantidad inicial de agua de coccién (mL) 500

Cantidad de agua afadida a los 10 minutos (mL) 3 600

Cantidad de agua al final de la coccion (mL) 135
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El maiz pelado por PPC y cocinado fue sometido a un proceso de secado en
estufa a 110°C por 180 minutos, en el que se documentd también la cantidad de
agua perdida. Las muestras de maiz secas fueron molidas con la ayuda de un
molino de café y guardadas en bolsas de papel debidamente rotuladas para su

posterior extraccion mediante columnas SAX y su andlisis por HPLC-FLD.

3.2. Pruebas de agotamiento de cal

Las pruebas de agotamiento de cal se realizaron para determinar la cantidad
minima de cal con la que se podia lograr un pelado eficiente. Para esto, se
realizaron pruebas por duplicado con un lote de maiz seco con cascara sin
contaminacion (blanco). Se pelaron 100 g de maiz en 330 mL de agua utilizando
cantidades descendentes de cal a partir de la cantidad promedio de 12.5 g de cal:
059,259,509, 7.59,10g y 12.5g.

Se documentaron los tiempos empleados en el proceso de PPC a diferentes
concentraciones de cal, al igual que los volimenes remanentes de agua en cada

etapa del proceso (Tabla6y 7).
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Tabla 6. Datos experimentales de las pruebas de agotamiento de cal en el PPC

# Muestra Réplica Maiz (g) Cal (g) Pelado: tiempo Pelado: agua Lavado: agua Secado: peso Secado: peso
(seq) final (ml) pelado (ml) inicial (g) final (g)

1 1 100,4 12,5 540 110 9850 187.,8 76,2
1 2 100,6 12,5 540 100 10000 179 83,5
2 1 100,6 10 732 90 6590 181,8 83,3
2 2 100 10 732 80 5800 182.,8 82,9
3 1 100,1 7,5 762 70 6270 188,4 76,9
3 2 100 7,5 752 60 6510 191,2 80,1
4 1 100,3 5 770 60 6240 185,2 79,8
4 2 100,4 5 795 58 6230 174 74,2
5 1 100,2 2,5 798 58 7500 181,9 79,4
5 2 100,3 2,5 930 53 4460 178 71,3
6 1 100,1 0,5 1197 40 9480 184,5 82

6 2 100,2 0,5 1130 20 4240 163,4 74,1
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Tabla 7. Constantes del proceso de las pruebas de agotamiento de cal en el PPC

Constantes del proceso

Cantidad

Pelado: agua inicial (ml)

Desaguado: tiempo total (h)
Desaguado: agua de cambio c/3 h (ml)
Desaguado: agua total a las 6 h (ml)
Coccion: agua inicial (10 min) (ml)
Coccion: agua adicién (190 min)(ml)
Coccion: tiempo total (min)

Secado: tiempo total (min)

Secado: temperatura (°C)

330

500

1000

500

3600

190

180

110

A partir de los datos de agotamiento de cal, se observé una relacion inversa entre

la concentracién de cal y el tiempo de coccion de PPC (Figura 5). Sin embargo,

esta relacion no fue lineal sino que parece tornarse asintotica a partir de la

concentracion de 5 g.
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Figura 5. Curva de agotamiento de la cal en el proceso PPC: Tiempo de pelado

(seg) vs. Concentracion de cal (%). Pool de muestras.

Para la optimizacion del método se realiz6 un analisis tomando en cuenta el punto
de vista econdmico, sensorial, nutritivo y toxicologico. A nivel sensorial, el rango
optimo de pelado PPC se encontraria dentro los 5-10g de cal ya que a estas
concentraciones se logré un pelado eficiente del maiz y el sabor a cal se elimind
en las etapas de lavado, desaguado y coccion. Ademas, la cantidad de cal
empleada seria menor a lo usual (12.5 %) lo que corresponderia a una ligera
ventaja econdmica pues la cal es un material barato y de facil acceso. Desde el
punto de vista nutricional y toxicoldgico de la utilizacién de cal en el proceso PPC,
si bien la cal aporta una gran cantidad de calcio a la dieta su biodisponibilidad

podria no ser la mas 6ptima y por lo tanto no aportaria nutricionalmente a los
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consumidores de maiz pelado con cal. Por otro lado, no existen estudios sobre

posibles efectos adversos de emplear cal como un ingrediente dentro del proceso.

3.3. Pruebas de evaluacion del PPC en la reduccion de fumonisina B;
3.1.1 Analisis de fumonisina B; en las muestras de maiz seco sin procesar

El grado de contaminacion con fumonisina B; se evalué en las muestras de maiz
seco sin procesar. Para estos analisis se tomaron submuestras de 100 g de maiz
de cada lote, la cual fue molida y procesada para el analisis por HPLC. Los
resultados de los andlisis se presentan en la Tabla 8 (Anexo 4).

En la mayoria de las muestras se observo cierto grado de contaminacion con
fumonisina B;. Sin embargo, ningun valor estuvo por encima de los limites
permitidos que ha establecido la Comision Europea (4000 pg/kg) para la mezcla
de FB;+FB, en maiz sin procesar y la FDA (4000 ug/kg) para la mezcla de
FB;+FB,+FB3 en maiz entero, con remocion parcial del germen o para produccion
de masa (European-Commission, 2006; National-Grain-and-Feed-Association,
2011) .

Tabla 8. Analisis de fumonisina B; en las muestras de maiz seco sin pelar (n=12).

Muestras positivas (> LOD) 12/12 (100%)
Muestras cuantificables (> LOQ) 8/12 (67%)
X 4.41
DE 7.44

Min-Max  1.13-22.79

LOD: Limite de deteccion = 0.55 pg/kg

LOQ: limite de cuantificacion = 1.10 pg/kg
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De las 12 muestras analizadas, las muestras con mayor grado de contaminacion

fueron escogidas para las pruebas de evaluacion del proceso PPC.

3.1.2 Analisis de fumonisina B; durante el proceso PPC

Para evaluar la influencia del proceso PPC en la reduccién de fumonisina B;, se
midi® su concentraciobn en dos muestras contaminadas naturalmente, en cada

etapa del proceso:
e Test F — grano crudo sin PPC
e Test F — grano cocinado sin PPC

e Test F — grano pelado con PPC (con variacién de la cantidad x de cal: 2.5%,
5%, 12.5% y 20%)

e Test F — grano PPC y cocinado

Los resultados se presentan en la Tabla 9 (Anexo 5). Se evalué la reduccion de
FB; segun la concentracion de cal y la etapa del proceso PPC (Figura 6). Los
resultados sugieren que la reduccién ocurre independientemente de la cantidad de
cal utilizada en el proceso, y que esta reduccién fue mayor debido al pelado PPC

(92.1 £ 4.9 pg/kg) que debido a la coccion del maiz pelado (83.4 £ 15.3 pg/kg).
MC= maiz crudo

MCC= maiz cocinado con cascara.

MPSC= maiz pelado sin cocinar.

MPC= maiz pelado y cocinado.
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Tabla 9. Reduccion de FB; en las muestras de maiz mediante el proceso PPC

Etapa del Reduccion de FB;  Reduccion adicional de  Reduccion total de
Muestra  proceso Cal (%) Test F (FB1) (ug/kg) (%) en el pelado FB: (%) en la coccion FB; (%) por PPC

a MC 0 5.90 - - -

a MCC 0 4.98 - - -

a MPSC 2.5 0.76 87.2%

a MPC 2.5 0.29 61.4% 95.0%

a MPSC 5 0.80 86.4%

a MPC 3) 0.10 88.1% 98.4%

a MPSC 12,5 0.73 87.6%

a MPC 12.5 0.05 93.0% 99.1%

a MPSC 20 0.63 89.3%

a MPC 20 0 100.0% 100.0%

b MC 0 22.79 - - -

b MCC 0 0 - - -

b MPSC 2.5 0.70 96.9%

b MPC 2.5 0 100.0% 100.0%

b MPSC 5 0.66 97.1%

b MPC 3) 0.08 87.3% 99.6%

b MPSC 12,5 1.00 95.6%

b MPC 12.5 0.36 64.0% 98.4%

b MPSC 20 0.78 96.6%

b MPC 20 0.21 73.3% 99.1%
X 92.1% 83.4% 98.7%

DE 4.9% 15.3% 1.6%
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Figura 6. Curva de reduccién de FB; segun la concentracion de cal y etapa del
proceso PPC: Log concentracion FB; vs. Concentracion de cal (%)

La diferencia en la concentracion final de FB; entre las etapas del proceso (maiz
crudo, maiz pelado sin cocinar, maiz pelado y cocinado, maiz cocinado con
cascara) se evalud también mediante un Andlisis de Varianza seguido de un Test
de Scheffe para cuantificar las diferencias (Tabla 10), obteniéndose que la etapa
de pelado produce una reduccién de 8.73 veces la concentracion de FB; del maiz
crudo (P=0.030), y que el maiz pelado y cocinado present6 una reduccion de 9.14
veces la concentracion de FB; del maiz crudo (P=0.019). Aunque no se

observaron diferencias significativas entre las otras etapas del proceso, se
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presume que estas diferencias pudiesen evidenciarse si se incrementa el nimero

de experimentos.

Tabla 10. Evaluacion de las diferencias de concentracion de FB; entre las etapas
del PCC por Anova - Scheffe

MC MPSC MPC
MPSC -8.72778
P=10.030 *
MPC -0.31444 -0.586667
P=0.019 * P=0.992
MCC -7.0733 1.65444 2.24111
P=0.305 P=0.961 P=0.911

MC= maiz crudo

MPSC=maiz pelado sin cocinar
MPC=maiz pelado y cocinado
MCC=maiz con cascara cocinado

* Diferencia estadisticamente significativa

Desde el descubrimiento de las fumonisinas como contaminantes y posibles
agentes carcindgenos varias han sido las técnicas y estrategias que se han
planteado para lograr una disminucion de las mismas en los alimentos
contaminados. Se sabe que la separacion fisica ayuda Uunicamente a eliminar el
maiz claramente enmohecido pero esto no asegura una eliminacion de las
micotoxinas ya que estas pueden estar presente en el maiz de apariencia normal

48
Ma. Viviana Araujo Campoverde



Fons | YA @"‘"“  FOSSBENTE

- i
0 haberse contaminado en el proceso de secado o separacion extraible (Humpf &
Voss, 2004a).

Los distintos procedimientos como la molienda en seco o en himedo, la extruccion
y la nixtamalizacién han sido reproducidos en varios laboratorios alrededor del
mundo con el fin de identificar por cual de estos procesos se logra una mayor
disminucién de la contaminacion. Segun estos estudios se ha determinado que la
pérdida de fumonisinas se debe a cuatro factores: 1) la extraccion o remocion de
fumonisinas del grano, 2) a su destruccién, 3) transformacién, 4) uniéon a otros
componentes presentes en la matriz o su conversion a una forma menos extraible
(Humpf & Voss, 2004a).

En cuanto al proceso de nixtamalizacidbn como estrategia de descontaminacion
basada en un tratamiento térmico-alcalino se han estudiado los factores mas
significativos en la reduccién de fumonisinas tales como la temperatura, pH, el
tiempo de coccion y remojo, cantidad de azlUcar afiadida en algunos procesos
culinarios y la relacion cal / maiz empleada. Debido a gran estabilidad térmica de
las fumonisinas, la temperatura no juega un rol determinante. La descomposicion
de fumonisinas debido a la accion térmica empieza a las 150°C, y a temperaturas
igual o mayores a 175°C se ha observado una pérdida del 90% cuando la coccién
se realiza por mas de 60 min. También se ha determinado los tiempos de vida
media de acuerdo a la temperatura, observandose que este factor seguia una
cinética de primer orden con tiempos de vida media de 175 min a los 100°C, 30-38
min a los 125°C y de 10 min a 250°C, temperaturas extremadamente elevadas
gue se logran Unicamente con el horneado o la fritura del alimento y no en los
procesos de nixtamalizacion o PPC (Humpf & Voss, 2004a). El pH y su relacion
con la temperatura fue otro de los factores estudiados y de poca relevancia ya que
las fumonisinas son muy estables a distintos pH que varian del acido al alcalino,

descendiendo su estabilidad cuando el pH varia de 4>7>10, lo que en teoria hace
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mas facil la remocién de las fumonisinas cuando se aplica un tratamiento alcalino
como la nixtamalizacién o el PPC. A pesar de esto se ha observado que no existe
una pérdida significativa cuando el pH es neutro y la temperatura empleada es de
110-125°C pero si cuando el pH se eleva a 10 debido a la conversion de FB; a
HFB; (De la Campa et al., 2004). El paso mas importante para lograr una
disminucion casi completa de fumonisinas es la coccién y el remojo, pues el pH
alcalino al igual que el remojo favorecen a la conversion de la fumonisina a su
forma hidrolizada la que se supone es menos toxica pero también mas dificil de
identificar debido a las cantidades pequefias en las que se presenta. Se ha
observado que durante el proceso de nixtamalizacion se produce una pérdida del
50% de fumonisina por su conversion a HFB1, de este 50%, el 50% se encuentra
en el agua de coccién y el 11% en el agua de lavado (Palencia et al., 2003).
Resultados similares han sido mencionados por otros autores que reportan una
pérdida del 81.5% vy 100% respectivamente, posterior al proceso de
nixtamalizacion por la misma razon de conversion a la forma hidrolizada (De la
Campa et al., 2004; Humpf & Voss, 2004a). Ademas se ha mencionado que existe
una mayor pérdida de fumonisinas cuanto mayor sea la adicion de cal al proceso
de coccidén, por lo que esta variable fue evaluada en el proceso PPC de este

estudio sin encontrar una mayor influencia en la reduccién de la fumonisina B;.

Estudios de caracterizacion por observacion de procesos tradicionales, como el
realizado en este estudio, han sido descritos para documentar el proceso de
nixtamalizacion en las comunidades Mayas de Guatemala (Palencia et al., 2003).
En particular permitia la conversion de 21 veces mas HFB; que FB; posterior al
tratamiento alcalino. Este reporte permite asumir que cuando el proceso de PPC
es utilizado la conversion de la fumonisina a su forma hidrolizada debe ser
relativamente menor debido a que en el PPC los tiempos de remojo no son tan
extensos como los reportados en la nixtamalizacion (15 horas) y tampoco se llega
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a la pérdida del germen pero si hay una pérdida del 95% de FB; por la remocién
del pericarpio.

Distintos procesos culinarios menos agresivos que la nixtamalizacion reportan
valores diferentes de perdida de fumonisina tal es el caso de lugares como Africa
e Italia, donde se han reportado pérdidas del 23 y el 8% cuando se cocina ugali o
polenta con maiz contaminado (Palencia et al., 2003) que harian referencia solo a

la influencia de la coccioén.
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V. Conclusiones y recomendaciones
4.1. Conclusiones

Luego de caracterizar el proceso y evaluar la influencia de la utilizacion de
diferentes cantidades de cal se concluye que, a los rangos de concentracion de cal
estudiados (2.5-20%), la concentracion de cal no influyé en el reduccion de
fumonisina B; en el maiz seco. Sin embargo, la presencia de cal permite crear el
medio alcalino necesario para la transformacion de la fumonisina B; en su forma
hidrolizada y por ende promueve su transferencia al medio liquido de coccién y
lavado. Por otro lado, se observé que en general el proceso térmico- alcalino de
pelado provoca una reduccion de aproximadamente 10 veces la contaminacion
inicial de fumonisina B y que el proceso de coccidon (que incluye el lavado y la
coccién en agua) contribuye con la reduccién de la toxina en aproximadamente 10

veces mas.

Para elucidar si la reduccién de fumonisina B; se debié al proceso mecanico de
remocién de la cascara, o a la transformacién quimica a su forma hidrolizada
(como sucede en la nixtamalizacion que es un proceso alcalino-térmico mucho
MAas agresivo) se requieren experimentos adicionales, por lo que este trabajo

podria considerarse como un estudio explorativo preliminar.

Desde el punto de vista sensorial y econdmico, se podria reducir la cantidad
habitual de 12.5% de cal hasta 5% para realizar el proceso PPC manteniendo la
eficiencia del pelado en términos de la remocion de la cascara y el tiempo utilizado

en el proceso, y sin dejar un sabor remanente a cal proveniente del proceso.
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4.2. Recomendaciones

La recomendacién principal de este trabajo es continuar con el estudio

considerando:

- Incrementar el nUmero de muestras analiticas en cada etapa del proceso.

- Incluir muestras contaminadas artificialmente que permitan la experimentacion
a concentraciones mas altas de la toxina y permita a su vez un mayor control
de la variable dependiente.
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ANEXOS

Anexo 1: Encuesta sobre el pelado de maiz con cal

ENCUESTA SOBRE PELADO DEL MAIZ CON CAL

Proyecto "Evaluacion del pelado tradicional con ceniza como estrategia de
descontaminacion de micotoxinas (fumonisinas y aflatoxinas) en el mote pelado, Nabdn-

Ecuador"

Numero de registro

Fecha de la encuesta (dd/mm/aa) I

DATOS GENERALES:

Nombre del encuestado:

Direccion:

Teléfono:

1. ¢Remoja el maiz antes de pelarlo?
\J ¢ Por cuanto

1. Si 2. tiempo?

2. No

2. ¢De donde obtiene la cal para pelar el maiz?

¢, Qué cantidad de cal y agua utiliza para pelar una cantidad de
3. maiz?

Ejemplo: 1 onza de cal por galon de agua para pelar 1 galén de maiz
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4. ¢Cbmo realiza el pelado del maiz?

Detallar el proceso completo, paso a paso hasta que el grano esté pelado

Nota: revisar que la siguiente informacién esté incluida en la descripcién del proceso
detallado anteriormente

Cantidad de cal, agua y maiz

Tiempo de coccion hasta remover la cascara

Remojo antes y después del pelado

Escurrido (como lo hace, qué hace con el agua)

Tipo de olla

Secado posterior (si/no; donde seca el maiz, por cuanto tiempo)

iGRACIAS POR SU COLABORACION!
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Anexo 2: Documentacion del contenido de humedad del maiz pelado y cocinado

#muestra | Réplica | Peso capsula vacia (g) | Muestra | Peso1l | Peso2 | Peso3 | Peso4 | Peso5 | Peso 6 | Peso 7 (cte) | %H | %MS
1 1 54.0977 5.0001 | 56.1271 | 56.1078 | 56.096 | 56.0871 | 56.0816 | 56.078 56.074 39.5 | 60.5
1 2 53.3491 5.0493 | 55.5612 | 55.5413 | 55.5282 | 55.5201 | 55.5149 | 55.5089 55.5045 42.7 | 57.3
2 1 53.177 5.0651 | 55.3476 | 55.3363 | 55.3194 | 55.3113 | 55.3067 | 55.3016 55.2981 419 | 58.1
2 2 56.8295 5.2008 | 58.8548 | 58.8422 | 58.8331 | 58.8272 | 58.8234 | 58.8234 58.8234 38.3 | 61.7
3 1 56.959 5.0581 | 58.9788 | 58.9623 | 58.9511 | 58.9437 | 58.9401 | 58.9344 58.9319 39.0 | 61.0
3 2 54.7756 5.134 | 56.8701 | 56.8505 | 56.838 | 56.8301 | 56.8253 | 56.8191 56.8186 39.8 | 60.2
4 1 52.8464 5.368 | 54.8705 | 54.8586 | 54.8358 | 54.8294 | 54.8261 | 54.8212 54.8187 36.7 | 63.3
4 2 52.3041 5.0272 | 54.5961 | 54.5775 | 54.566 54.558 | 54.5528 | 54.5491 54.5429 445 | 55.5
5 1 57.2342 5.0766 | 59.3195 | 59.3016 | 59.2892 | 59.2819 | 59.2769 | 59.2716 59.2665 40.0 | 60.0
5 2 56.8956 5.1278 | 58.9165 | 58.8958 | 58.8874 | 58.8815 | 58.8776 | 58.8736 58.8686 38.5 | 61.5
6 1 53.0824 5.0239 | 55.2466 | 55.2309 | 55.2193 | 55.213 | 55.2087 | 55.2033 55.1984 42.1 | 57.9
6 2 53.2754 5.0611 55.568 | 55.5513 | 55.5414 | 55.5345 | 55.5304 | 55.5269 55.5206 44.4 | 55.6
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Anexo 3: Documentacion gréfica del proceso PPC

llustracién 1. PPC: maiz con 20g cal llustracion 2. PPC: maiz cocido con cal

a los 9 min

llustracién 3. PPC: maiz pelado, 209 |lustracion 4. PPC: maiz en remojo (6
cal horas)
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llustracion 5. PPC: maiz pelado en llustracion 6. Maiz cocinado con

coccion cascara

llustracion 7. Maiz cocinado con

cascara posterior al secado

llustracion 8. Proceso de extraccion

posterior al PPC.
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Anexo 4: Documentacion del andlisis de fumonisina B; en las muestras de maiz seco sin procesar

4 Muestra Area Tiempo de ng de FB; inyectados | g de muestra inyectados (proceso ug/kg Deteccién /
retencién (min) | (curva de calibracién) de extraccién) (ng/g) Cuantificacién

1 0.18450 6.046 11.584 10 1.16 >1L0Q
*2 0.38614 6.011 24.719 10 2.47 >1L0Q

0.30797 5.967 19.628 10 1.96 >LOQ
4 0.29288 5.929 18.644 10 1.86 >1L0Q
*5 4.30274 5.894 227.853 10 22.79 >1L0Q
6 0.13210 5.89 8.172 10 0.82 >LOD
7 0.17965 5.905 11.269 10 1.13 >1L0Q
8 0.13862 5.911 8.596 10 0.86 >LOD
9 0.12929 5.908 7.988 10 0.80 >LOD
10 0.27360 5.918 17.388 10 1.74 >1L0Q
11 0.34605 5.91 22.108 10 2.21 >1L0Q
12 0.17032 5.906 10.661 10 1.07 >LOD

* Muestras seleccionadas para el proceso de PPC.
LOD: limite de deteccién = 0.55 ug/kg
LOQ: limite de cuantificaciéon = 1.10 ug/kg
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Anexo 5: Documentacién de las pruebas de evaluacion del proceso PPC en la reduccion de fumonisina B

i Coccion: . . Coccién-
Pelado: | Lavado: | Coccion: Secado: Secado: | Coccion- | Coccidn-
Pelado: agua Secado: | cc:
. ) agua agua agua ) peso tiempo CC: CC: ) Test F
# | Muestra | Proceso | Maiz (g) | Cal (g) | tiempo ) ) final - o peso tiempo
final pelado final - inicial ) total agua agua (FB1)
(seq) 3600 final (g) ) ) o total
(ml) (ml) 500 (ml) (9) (min) final inicial )
(ml) (min)
1 5 MPC 100.3 25 775 150 4070 380 1560 226.1 100.9 0
2 5 MPC 100.1 5 720 90 2670 360 1700 236.6 87.4 0.08
3 5 MPC 100.5 12,5 540 110 2110 230 1880 237.8 99.4 0.36
4 5 MPC 100.3 20 540 180 5660 350 1590 202.6 84 0.21
5 5 MPSC 100.3 25 665 180 2500 136.9 92.7 0.70
6 5 MPSC 100.5 5 660 150 2670 149 87.9 0.66
7 5 MPSC 100.3 12.5 540 150 4590 131 87.9 1.00
8 5 MPSC 100.2 20 540 160 4400 135.3 87.3 0.78
9 2 MPC 100.4 25 759 140 4560 360 2000 205.1 85.4 0.29
10 2 MPC 100.4 5 697 140 3640 310 1100 217.2 86.9 0.10
11 2 MPC 100.4 12.5 540 160 4120 250 900 211 140.2 0.05
12 2 MPC 100.4 20 695 180 4000 370 1590 196.7 80.8 0
13 2 MPSC 100.3 25 695 200 2230 129.2 83.8 0.76
14 2 MPSC 100.2 5 663 130 2840 112.4 83.2 0.80
15 2 MPSC 100.2 12,5 540 110 2850 139.9 85.4 0.73
16 2 MPSC 100.2 20 540 150 2800 123.6 84.4 0.63
17 5 MCC 200.8 432 258.7 210 340 8600 300 0
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18 2 MCC 100.1 211.7 101.5 210 170 5200 272 | 4.98
19 5 MC 0

20 2 MC 5.90
21 5 MC 22.79
22 5 MPC 1.15
23 5 MPSC 1.46

MC= maiz crudo
MPSC=maiz pelado sin cocinar
MPC=maiz pelado y cocinado

MCC=maiz con cascara cocinado.
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