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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar el grado de contaminacién con
aflatoxinas en el maiz pelado cocido (mote pelado) y la exposicion
dietaria en la poblacion del cantdn rural Nabon, Ecuador. Se determiné
el grado de contaminacion con aflatoxinas Bi, B2, G1 y G2 mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) en 40 muestras de
mote pelado cocido que fueron provistas por productores del canton
Nabdn. Ninguna de las muestras estuvo contaminada (sobre el limite de
deteccion) y por lo tanto, no fue posible compararlo con los limites
méaximos permisibles de contaminacion en las normas internacionales
(ej. FDA) y las normas ecuatorianas. Adicionalmente se evalu6 el riesgo
de exposicion dietaria mediante el método de estimacion de punto, para
lo cual se tomé como grado de contaminacion referencial a la mitad del
limite de deteccion de cada aflatoxina, y se lo relaciond con el consumo
promedio de maiz de la poblacion estudiada. El grado de exposicién se
evalué mediante el concepto de margen de exposicion (MOE). Todos
los valores del MOE fueron mayores a 10.000 lo significa que el riesgo
de la poblacién estudiada puede considerarse insignificante desde el
punto de vista de salud publica.

Palabras Calve: maiz, aflatoxina, dietaria
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the degree of contamination with
aflatoxin in cooked dehusked maize (“mote pelado”) and dietary
exposure in a rural population from Nabdn canton, Ecuador. The degree
of contamination for aflatoxins B, B2, G1 and G2 was determined by High
Resolution Liquid Chromatography (HPLC) in 40 samples of cooked
dehusked maize supplied by producers of the canton Nabédn. None of
the samples was contaminated (above the detection limit) and therefore
could not be compared to the maximum permissible levels of
contamination in international standards (eg. FDA) and the Ecuadorian
regulations. In addition, the risk of dietary exposure was evaluated by
the method of point estimation for which the reference value of
contamination was the half of the detection limit of each aflatoxin, and it
was related to the average consumption of maize of the studied
population . The degree of exposure was assessed using the concept of
margin of exposure (MOE). All MOE values were above 10,000 which
means that the risk of the studied population can be considered

negligible from the public health perspective.

Keywords: corn, aflatoxin, dietary
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INTRODUCCION

El maiz es uno de los alimentos mas consumidos en Ecuador,
especialmente en provincias de la region Sierra. La manera mas comun
de consumirla es en forma de maiz cocido, llamado también mote, ya

sea con cascara o pelado.

El maiz es un cereal propenso a la contaminacién fangica
principalmente por cepas del género Fusarium y Aspergillus que son
productores de micotoxinas que a mas de ser un conflicto para el grano
de maiz también existen repercusiones notables en la salud del

consumidor.

Por lo tanto resulta importante evaluar el grado de exposicion a
micotoxinas mediante el consumo de maiz, especificamente en nuestra

region, del consumo de mote pelado.
Para el estudio nos hemos planteado la siguiente hipétesis:

e El grado de contaminacién promedio por aflatoxinas en el maiz
pelado cocido en el cantén Nabén, Ecuador esta por debajo de
los limites méaximos establecidos a nivel internacional para el

maiz procesado destinado para el consumo humano.

e La exposicion promedio a aflatoxinas a través del consumo de
maiz cocido pelado de la poblacion del cantén Nabén, Ecuador

esta por debajo de los limites tolerable de ingesta diaria.

ANDREA ESTEFANIA HERNADEZ A.
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OBJETIVOS

En esta tesis se formularon los siguientes objetivos:
Objetivo general:

Evaluar el grado de contaminacion con aflatoxinas en el maiz pelado
cocido (mote pelado) y la exposicion dietaria en la poblacion del canton

rural Nabon, Ecuador.
Objetivos especificos:

- Evaluar las preferencias en el consumo de maiz en la poblacion del
canton Nabon mediante encuestas de consumo.

- Evaluar el nivel de consumo de mote pelado cocinado en la
poblacion del cantén Nabon mediante encuestas de consumo.

- Analizar el nivel de contaminacion de aflatoxinas en el mote pelado
cocido en el cantén Nabon.

- Evaluar, mediante el método deterministico, el riesgo de exposicién

de aflatoxinas a través del consumo de mote pelado cocido.

Este trabajo de tesis constituye un aporte al 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 Fundacion
Internacional de Ciencia (IFS) desarrollado en el marco del proyecto
VLIR-IUC *“Alimentacién, Nutricion y Salud” de la Universidad de

Cuenca.

ANDREA ESTEFANIA HERNADEZ A.
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1 MARCO TEORICO

1.1 El maiz

1.1.1 Caracteristicas del maiz

El maiz, al igual que el arroz y el trigo, es un cereal muy importante a nivel
mundial por su utilidad en la alimentacion humana y animal, y a nivel industrial.
(Mendoza, 2014)

La producciéon de maiz en el Ecuador asciende a 1,36 millones de toneladas
anuales, lo que conlleva a un promedio de aporte del 5,3% dentro del Producto
Interno Bruto (PIB) agricola. Del total de la produccion nacional de maiz, el 57%
esta destinado a la avicultura, el 25% como exportacion, el 6% al consumo
animal y solo el 4 % va dirigido al consumo humano. Sin embargo, el maiz
constituye uno de los principales alimentos de la Sierra y la Costa Ecuatoriana.
El 73,4% de la produccién nacional se concentra en las provincias del Guayas y
Los Rios; en la provincia de Loja con un total del 10,5%, seguida de las
provincias de Bolivar y Cotopaxi con un 31,8% y 21,8% respectivamente. La
provincia del Azuay también tiene importancia nacional pues su produccion
representa el 19,4% de la produccion nacional. (Cuti, 2013) (Ministerio de

Agricultura Ganaderia Agua y Pesca, 2013)

1.1.2 Estructuray valor nutritivo del maiz

El grano del maiz est4 formado por tres partes fundamentales; germen (11%),
endospermo (83%) y pericarpio (6%), cada una de ellas cumple funciones
esenciales tanto para el desarrollo, conservacion y aporte de nutrientes. (Cuti,
2013) El pericarpio, también llamado cascara o salvado, es formado por
hemicelulosa y celulosa lo cual forma la fibra cruda. El endospermo es rico en
almidon (87%) y contiene un 8% de proteinas. El germen, también denominado

embrion, se caracteriza por poseer un alto contenido de grasas (80%) y

ANDREA ESTEFANIA HERNADEZ A.
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proteinas (18,4%), a partir de este se desarrollara una nueva planta. (Benitez,
2006)

La parte fibrosa del maiz se encuentra en el salvado representado con un 82%,
gue incluye pentosa y celulosa, el grado de lignificacion es muy bajo, por lo
tanto el coeficiente de digestibilidad en comparacion con los otros cereales es
mayor. Ademas el maiz posee un buen contenido de grasa, particularmente
acidos grasos poliinsaturados de los cuales el acido graso mas representativo
es el acido linoleico (1,8%). (Fundacion Espafiola para el Desarrollo de la
Nutricion Animal, 2012)

El maiz presenta un déficit de la calidad de proteinas ya que existe una
deficiencia en aminoacidos como lisina y triptéfano. En cuanto en la parte
nitrogenada del grano de maiz contiene una baja concentracion de proteinas
solubles (albuminas y globulinas 6%), y por lo contrario una alta concentracion
de proteinas de reserva (glutelina 40% y prolamina 54%). En cuanto a
micronutrientes, el maiz posee una baja concentracion en sodio, calcio y
vitaminas hidrosolubles; asi como también una considerable cantidad de fésforo
con un 0,25%, que en su mayoria se encuentra como fitato, y una alta

concentracion de vitamina Ay E, de xantofilas. (Mendoza, 2014)

1.1.3 Inocuidad del maiz

Los granos de maiz son susceptibles al ataque de microorganismos entre los
gue se destacan los hongos que aprovechan del alto contenido de carbohidratos
del maiz. Factores como la humedad que posee el grano y la temperatura a la
gue se puede almacenar el grano, crean un ambiente propicio para que se dé el
desarrollo de los hongos. (Fundacion Espafiola para el Desarrollo de la Nutricion
Animal, 2012)

El primer inéculo de hongos que atacan a los granos de maiz puede provenir de
la planta, suelo de los cultivos, de maquinas cosechadoras, etc. Bajo
determinadas condiciones de temperatura, humedad, y actividad acuosa, los

mohos pueden desarrollarse en el grano y producir un deterioro visible en el

ANDREA ESTEFANIA HERNADEZ A.
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maiz. La contaminacién fungica no solo causa un dafio fisico al grano, sino
también convertirse en un foco productor de toxinas (micotoxinas). (Latham,
2012)

1.2 Micotoxinas en el maiz

Las micotoxinas son metabolitos secundarios fungicos producidos bajo
ciertas condiciones climaticas, en diversos alimentos y desde la etapa
pre-cosecha hasta el almacenamiento del producto. Las micotoxinas
pueden llegar a ser toxicas para el ser humano si la exposicion (sea ésta
a través de ingesta, inhalacibn o contacto) sobrepasa ciertas
concentraciones que no soporta el organismo, produciendo un cuadro
patolégico llamada micotoxicosis. Este cuadro puede involucrar
reacciones alérgicas, alteraciones reproductivas, alteraciones
genéticas, carcinogénesis, cuadros nerviosos, deficiencias metabdlicas,

inmunosupresion y puede derivar en la muerte. (Ortiz D. S., 2014)

Se estima que alrededor del 25% de los cultivos de maiz en todo el
mundo estan contaminados con hongos generadores de micotoxinas.
Los principales géneros que afectan al maiz son: Aspergillus,
Penicillium, Alternaria, y Fusarium. Dentro de estos géneros las
especies mas relevantes son: Fusarium moniliforme, Aspergillus flavus
y Aspergillus parasiticus que tiene la capacidad de producir aflatoxinas
y fumonisinas, que constituyen las micotoxinas mas relevantes en salud

publica que pueden encontrarse en el maiz. (Villalobos, 2011)

1.2.1 Aflatoxinas

Las aflatoxinas son derivados difurano-cumarinicos que se originan a
partir del metabolismo secundario de dos tipos de hongos, Aspergillus
flavus y Aspergillus parasiticus. Las aflatoxinas tiene la particularidad de
ser inodoras, incoloras e insipidas, y una vez que estas se producen son

ANDREA ESTEFANIA HERNADEZ A.
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de dificil eliminacién pues son resistentes a la degradacion frente a la

coccion. (Urrego Novoa, 2011)

Las principales aflatoxinas son las pertenecientes a los grupos B y G,
las cuales se distinguen de acuerdo al color fluorescente que presentan
frente a la luz ultravioleta. A su vez estas se subdividen en B1y B2 que
son producidas por las cepas de Aspergillus flavus, y Aspergillus
parasiticus; y las G1y G2 que son producidas solamente por las cepas
de Aspergillus parasiticus. (Urrego Novoa, 2011) Las condiciones
Optimas para una buena proliferacion de las cepas productoras de
aflatoxinas incluyen una actividad de agua elevada (0,82-0,99) a un
amplio rango de temperatura (10 a 43°C). (Presello, 2009)

La AFB1 es la mas prevalente y més toxica, en cambio las aflatoxinas

B2, G1y G2 son menos frecuentes a tal punto que suelen ser nulas en
ausencia de AFBi. En general, las aflatoxinas del tipo 1 son mas
toxigenas que las de tipo 2. Las aflatoxinas se han relacionado con
toxicidad aguda y cronica, siendo hepatotoxicas, teratogénicas y
cancerigenas. La AFB1 ha sido clasificada segun la Agencia
Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) en el grupo 1 como
cancerigeno humano. (Presello, 2009)

Figura 1 Estructuras quimicas de aflatoxinas: a) Aflatoxina B1, b) Aflatoxina
B2, c) Aflatoxina Gi, d) Aflatoxina Gz.

Fuente: (Royal Society of Chemistry, 2015)
(http://www.chemspider.com/Search.aspx?q=aflatoxins)
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1.2.1.1 Toxicocinética de aflatoxinas

Las aflatoxinas poseen alta liposolubilidad por esta razén son
absorbidas en el tracto gastro-intestinal para luego ser metabolizada por
el higado donde actuan las enzimas microsomales del citocromo p450.
Durante la metabolizacion de la AFBi1, se forman epéxidos (AFBi1 —
epoxido), que posee dos formas, endo y exo. Estas dos formas son los
responsables de la toxicidad y del mecanismo de carcinogenicidad al
unirse a las proteinas y al ADN. Ademas, como producto del
metabolismo de la AFB1, se pueden formar compuestos menos toxicos
como la AFQz1, aflatoxicol, y aflatoxina M. (Urrego Novoa, 2011)

La formacién de cualquiera de estos compuestos depende del tipo de
enzima que actué sobre la aflatoxina. Particularmente, la accion de las
enzimas CYP1A2 y CYP3A4 sobre la aflatoxina B1 da como resultado
compuestos epoxidos que se uniran al ADN mediante la formacion de
un puente covalente con el nitrdgeno 7 de los residuos de guanina del
ADN. Esto provoca una mutacion en las células sométicas en el que se
cambia una guanina por timina, lo que puede conllevar a una apoptosis.
(Urrego Novoa, 2011,Villalobos, 2011)

Esta forma de epo6xido, también puede unirse al glutation mediante la
enzima glutation transferasa, formando asi un complejo que puede ser
eliminado a través de la excrecion en la orina o la heces. También, a
partir de dicho epdxido se pueden formar derivados hidroxilados que
también son eliminados por las vias anteriormente descritas. (Urrego
Novoa, 2011)

Finalmente, los derivados metabolizados de las aflatoxinas son
eliminadas, lo que es dependiente de la cantidad de las aflatoxinas
absorbidas. Aproximadamente el 80% de las B1 son eliminadas en un

tiempo de 7 horas luego de la ingestion. (Villalobos, 2011)
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Hydroocylated metabolites
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Fuente: (Ortiz J. , 2014)

1.3 Regulaciones de aflatoxinas para el maiz

Segun la FDA (Food and Drug Administration), admite un limite maximo
de la suma de todas las AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2 en alimentos de
consumo humano de 20ug/kg, y un limite de 2ug/kg para AFB1. En el
Ecuador, segun la norma NTE INEN 2051, se admite un limite maximo
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de 20pg/kg de aflatoxinas para alimentos de consumo humano. (Instituto
Ecuatoriano de Normalizacion, 2014, FAO, 2014)

1.4 Exposicion dietaria a micotoxinas

Las enfermedades transmitidas por los alimentos, como la
micotoxicosis, son cada vez mas frecuentes, siendo un problema tanto
para la salud publica como para la economia, por lo que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion para la Agricultura y la
Alimentacion de las Naciones Unidas (FAO), plantearon un sistema de
andlisis de riesgos para de esta manera garantizar la inocuidad de los
alimentos y su aptitud para el consumo a mas de mejorar la salud
publica. La evaluacion de la exposicion dietaria es indispensable para la
cuantificacion del riesgo. (Batista, 2007;0MS, 2005;Castellanos,
2004;FAO/OMS, 2011)

1.4.1 Evaluacion del riesgo de exposicion dietaria

Existen diferentes métodos para evaluar riesgos aplicados a los
problemas relacionados a la inocuidad de alimentos. La utilizacion de
estos métodos varia segun el tipo de peligro existente (que puede ser
quimico, fisico o biolégico), el tiempo, recursos disponibles y el

escenario de inocuidad de los alimentos. (Ortiz J. , 2014) (Torres, 2012)

Existen 4 componentes basicos para la evaluacién de riesgos los cuales
consisten en: a) ldentificacién de los peligros, b) Caracterizacién de los
peligros, c) Evaluacion de la exposicion, y d) Caracterizacion del riesgo.

(FAO/OMS, 2009; World Health Organization (WHO) ,2009)

1.4.1.1 Identificacion de los peligros

Consiste en identificar el peligro que es motivo de preocupacion y

determinar los efectos conocidos o potenciales que representen un
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peligro para la salud. (World Health Organization (WHO)
2009;FAO/OMS, 2009)

1.4.1.2 Caracterizacion de los peligros

En esta etapa se describe la procedencia y alcance de los efectos
negativos de agentes biologicos, quimicos y fisicos que pueden estar
presentes en los alimentos. Para esto se realizan estudios de toxicidad
animal, estudios epidemiolégicos de exposicion humana con lo que se
establece una relacion dosis-respuesta entre los diferentes niveles de
exposicion. (World Health Organization (WHO), 2009)

La caracterizacion del riesgo guarda afinidad con la evaluacién de una
ingesta diaria admisible (IDA) y la ingesta diaria tolerable (IDT) de los
agentes nocivos por las personas. Para los productos quimicos no
carcinogénicos, el IDT corresponde al nivel de ingesta que pueda ser
ingerido diariamente, sin producir riesgos para la salud. Para poder
aplicar estos estudios a seres humanos, la dosis umbral o nivel en el
gue no se observa ningun efecto en un estudio en animales (NOAEL)
se divide para un factor de seguridad de 100, que se obtiene de dividir
la dosis establecida para el animal por 10. En casos especiales, como
por ejemplo para mujeres embarazadas y nifios, el IDT debe dividirse
nuevamente para 10. (Ortiz J. , 2014)

Para los productos quimicos cancerigenos, no existen limites admisibles
de exposicion, sino que se utilizan otros parametros de comparacién

como el margen de exposicion. (FAO/OMS, 2009)

1.4.1.3 Evaluacion ala exposicion del riesgo alimentario

Durante esta etapa se realiza una evaluacion cualitativa y/o cuantitativa
del riesgo de la poblacion al consumir determinados alimentos. El riesgo

puede proceder desde la materia prima hasta cuando llega al
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consumidor; es decir se evalla toda la cadena de produccion. (Batista,
2007;Microbiologia, 2009)

El método cualitativo consiste en la evaluacion descriptiva o categorica
de los resultados de la exposicién, por ejemplo se puede hablar de un
nivel medio, alto o bajo. Cuando se realiza una evaluacion mediante el
método cuantitativo los resultados se expresan en forma numeérica.
Existen también casos intermedios en los cuales la evaluacion es
semicuantitativa en la que se describe los pasos realizados para obtener
dichos resultados y estos se expresan en forma de clasificacion de
riesgos. (FAO/OMS, 2009)

1.4.1.3.1 Analisis deterministico

El andlisis deterministico (o estimacién de punto) consiste en el
planteamiento en el que se usan valores definidos numeéricos para todos
los pasos de la evaluacion de riesgos, por ejemplo se usa la media o el
porcentaje medido de los datos sujetos a medicidon. Este método por lo
general se utiliza para determinacion de riesgos quimicos tomando un
dato promedio del nivel de contaminacion y asociandolo con el nivel
promedio de ingesta de la poblacion del determinado alimento
potencialmente contaminado. (FAO/OMS, 2009)

El andlisis deterministico se diferencia del analisis probabilistico en que
el segundo se basa en la generacién de una probabilidad de eventos
individuales del fendbmeno en estudio mediante determinados modelos
matematicos, obteniendo una distribucibn de riesgo que permite
establecer una comparacion directa entre las distintas estrategias
utilizadas de intervencién y los resultados en los riesgos. Los resultados
del modelo probabilistico son mas reales que la del modelo
deterministico, sin embargo su desventaja es que su aplicacion resulta
mas dificil. (FAO/OMS, 2009)
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1.4.1.4 Caracterizacion de riesgo

Para evaluar un riesgo se utiliza un enfoque al margen de exposicion (MOE) con
el fin de considerar las posibles preocupaciones alimentarias que puedan darse
en la seguridad alimentaria por la presencia de sustancias cancerigenas o
genotoxicas. Convencionalmente, un MOE para la exposicion oral mayor o igual
a 10.000 es considerado como de prioridad baja para los sistemas de salud
publica. EI MOE se calcula dividiendo el BMDL1o (dosis que resulta en un
predeterminado nivel de respuesta adversa: dosis a la que es probable que sea
menor que 10 % de la incidencia de un efecto) para la exposicion estimada de
la micotoxina en los seres humanos. Para el caso especifico de las aflatoxinas,
BMDL1o AFM1 corresponde al efecto de hepatocarcinoma en animales de
experimentacion (170 ng kg * de peso corporal por dia). (Ortiz D. S., 2014)
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2 METODOLOGIA
2.1 Tipo de estudio

El trabajo de tesis propuesto fue cuantitativo, analitico, descriptivo de
corte transversal que incluyé la evaluacion del grado de contaminacion
de mote pelado cocido con aflatoxinas y la exposicion dietaria de la

poblacién.
2.2 Areade estudio

El &rea de estudio estuvo conformada por las comunidades del canton

rural Nabon, provincia del Azuay al sur del Ecuador.
2.3 Muestreo y tamafio de la muestra

Para este estudio se aplic6 un muestreo no probabilistico por
conveniencia, ya que para el analisis se incluyeron a los pequefios
productores que estaban dispuestos en facilitar las muestras. En total,
se analizaron 40 muestras provenientes de pequefios productores de
maiz provenientes de las distintas comunidades del cantén Naboén. De
cada productor se recogieron 3 kg de muestra de maiz cocido,

previamente pelado con ceniza.

2.4 Evaluacion del consumo del maiz
Esta etapa se realiz6 mediante la aplicacion de encuesta de consumo
(recordatorios de 24 horas) a cada uno de los productores de donde
provinieron las muestras (Anexo 1).
El recordatorio de 24 horas consiste en recolectar la informacion
detallada de todo lo consumido el dia anterior a la encuesta. En este
estudio solo se indago sobre el consumo de maiz (en cualquier forma).
La cantidad consumida se cuantificé mediante la comparacion con kits
de utensilios estandarizados por el Proyecto VLIR-IUC “Alimentacion,
Nutricién y Salud”, indagando sobre el tamafio de la porcion y cuantas

porciones consumio. Considerando el consumo relativamente bajo de
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mote pelado en la poblacién estudiada, se calcul6 el consumo de maiz
en general expresado en gramos por dia.

Ademaés, con la finalidad de realizar la evaluacién de la exposicién
dietaria a aflatoxinas, se expresoé el consumo del maiz como kg de maiz
consumido por peso corporal del individuo (en kg) al dia. Para esto, se
tomaron los datos del peso corporal de los participantes utilizando una
balanza SECA digital de piso, siguiendo el protocolo para medicion
antropomeétrica estandarizado por el Proyecto VLIR-IUC “Alimentacion,

Nutricion y Salud”.

2.5 Andlisis de aflatoxinas

2.5.1 Pre-tratamiento de las muestras

Las muestras de maiz pelado cocido se recolectaron en fundas de
polietileno con sellado hermético y fueron almacenadas a temperatura
de congelacion hasta el procesamiento de la muestra para el analisis.
Las muestras fueron descongeladas, y trituradas.

Se determind la humedad de cada muestra triturada mediante el método
de desecacion (gravimétrico) para una posterior correccion, ya que el
analisis de aflatoxinas se hizo en materia seca. Para esto, las muestras
se trituraron y se colocaron en un vaso de precipitacién para someterla
a secado en una estufa a una temperatura de 70°C por 3 horas.

2.5.2 Equipos, materiales y reactivos

Para el desarrollo de esta tesis, tanto los equipos como los reactivos y
la mayoria de los materiales fueron provistos por el Proyecto IFS Grant
E/5398-1 y el Proyecto VLIR-IUC “Alimentacion, Nutricion y Salud”,

Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad de Cuenca.

2.5.2.1 Equipos
e HPLC con detector de fluorescencia (Agilent 1200, US)
e Generador de nitrogeno (Domnick Hunter, US).

e Sistema de extraccion al vacio (Waters, US)
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e Centrifuga (Hettich, Alemania)

e Homogeneizador horizontal (VWR, US)

e Purificador de agua (Barnstead, US)

e Micropipeta (Brand, Alemania)

e Micropipeta (Boeco, Alemamia)

e Bafio ultrasoénico (Branson, US)

2.5.2.2 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 de fase sélida de inmunoafinidad (IAC) para
aflatoxinas Bi1, B2, G1y G2

e Material de vidrio

e Papel aluminio

e Microtubos

2.5.2.3 Reactivos y estandares

e Metanol (MeOH)

e Acetonitrilo (MeCN)

e Cloruro de sodio (NaCl)

e Solucion buffer de fosfato (PBS)

e Hexano

e Acido trifluoroacético

e Acido acético glacial (HAC)

e Estandares de extractos sélidos puros de aflatoxinas (AFB1, AFB:,
AFG1, AFGy)

2.5.2.4 Preparacion de la muestra

a) Extraccion

Se pes6 20g de la muestra de maiz previamente seca dentro de una
botella de vidrio tapa rosca y se afiadi6 40 mL de una mezcla
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metanol/agua (80:20, v/v). Se agitd vigorosamente por un minuto y se
adicion6 2 g. de NaCl. Nuevamente se agitd por un minuto.
Seguidamente, la mezcla se colocé en el agitador horizontal por 10
minutos a 300 rpm. Una vez transcurrido el tiempo, se filtr6 la mezcla
utilizando un papel filtro Whatman No.4 para finalmente centrifugar el

filtrado por 10 minutos a 5000 rpm.
b) Lavado

Se tomaron 5mL del sobrenadante y se afiadi6 25mL de PBS (pH de
7.4). La muestra diluida fue purificada (clean-up) por medio de cartuchos
de inmunoafinidad (IAC), los cuales fueron previamente acondicionados
con 1 mL de PBS. A continuacion se hizo pasar el extracto diluido a
través del cartucho a una velocidad de flujo de 1-2 mL/min. Se realizé
un lavado posterior con 10 mL PBS seguido de 10 mL de agua a una
velocidad de flujo de 5 mL/min. Se aplicé una ligera corriente de vacio
en el cartucho (10 segundos). Finalmente las aflatoxinas fueron eluidas
del cartucho con 1 mL de metanol en 2 pasos de 0.5 mL cada uno
dejando en contacto el metanol con el cartucho por 1 minuto antes de la
elucion. Finalmente, se hizo pasar por el cartucho 0.5 mL de agua que
se recolectaron conjuntamente con el eluido. El extracto final (1.5 mL)
fue evaporado a sequedad bajo una corriente de nitrégeno.

c) Derivatizacion

El extracto puro y seco fue redisuelto con 200 pL de hexanoy se afiadio
50 pL de &cido trifluoroacético (TFA). La mezcla fue homogeneizada
usando un vortex por 30 segundos. Finalmente el extracto derivatizado

fue evaporado a sequedad bajo una corriente de nitrogeno.

2.5.2.5 Andlisis por HPLC
Para el analisis de aflatoxinas se utilizé el método estandarizado del
laboratorio del Proyecto VLIR-IUC “Alimentacién, Nutricion y Salud”. El
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residuo seco fue reconstituido con 1000 pL de una mezcla MeCN/H20
(2:1, viv) y homogeneizado en un bafo ultrasénico a 30°C por 10
minutos. El extracto reconstituido fue filtrado, mediante la utilizacion de
una jeringuilla de 5ml con un filtro de 0.45 pum y colocado en un vial de
HPLC. Finalmente, en el HPLC se inyect6 un volumen de 5 uL. La
separacion cromatogréfica se realizé en una columna ZORBAX Eclipse
Plus C1s (250 mm x 4.6 mm x 5 um tamafio de poro). La temperatura de
la columna para el analisis fue 40 °C. La separacion se consiguié con
una elucion de tipo gradiente a una velocidad de flujo de 1,2 mL min-
usando las siguientes fases moviles: A) mezcla de H20/MeOH/HAc
(89:10:1, v/viv); B) MeCN y C) MeOH. Las aflatoxinas fueron detectadas
a una longitud de onda de 365 nm de excitacion y 455 nm de emision
para AFG2 y AFB2 y 365 nm de excitacion y 432 nm de emision para
AFG1y AFB:.

2.5.2.6 Expresion de resultados de aflatoxinas
Para establecer el nivel de contaminacion con aflatoxinas del maiz pelado cocido

se utilizo la siguiente ecuacion:

C/ (ng/mL)

C (ng/g) = g (@m0

C= concentracion de aflatoxina que se encuentra en la muestra analizada
expresada en ng/g

Ci1 = concentracion de aflatoxina que se encuentra en la alicuota
inyectada, calculada por interpolacion de la curva de calibracién.

g = gramos de muestra por mililitro en la inyeccion, que fue un valor
constante de 2.5 gramos, obtenido mediante el célculo a partir del

siguiente esquema de preparacion de la muestra:
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Figura 3. Esquema de extraccion de las aflatoxinas

20g de muestra en 40ml de solvente extractor (0,5 g/ml)

v

2,59/5ml de alicuota para la extraccion en IAC

v

2,59

Elucion + secado

Y

2,5g/1ml MeCN-Hz0 (en dilucion final)

2.6 Evaluacion de la exposicién dietaria
La evaluacion de la exposicion dietaria se realizé6 mediante el método
deterministico que consistio en la multiplicacion del valor promedio de la
concentracion de aflatoxinas (expresado en pg aflatoxina/kg de alimento)
por el valor promedio del consumo de maiz (expresado en kg de
alimento/kg peso corporal/dia). Asi la exposicion dietaria se expresa en
ug aflatoxina/kg peso corporal/dia. En el caso de que la prevalencia de
contaminacion sea muy baja (o nula como en este trabajo), se decidi
optar por el escenario de que el grado de contaminacion era equivalente
a la mitad de los valores del limite de deteccion del método analitico para

cada una de las aflatoxinas (0.5 LOD).
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2.7 Anélisis de datos
Los datos de las encuestas fueron ingresados por duplicado en el programa
EpiData version 3.1y fueron analizados en el programa Stata version 13.0. Los
cromatogramas fueron evaluados en el software del equipo (Chemstation,
Agilent). Los calculos de concentraciones, consumo Y el analisis deterministico

fueron realizados en el programa Excel de Windows 8.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracteristicas y descripcion de la poblacion estudiada
En este estudio se tomaron 40 muestras de maiz pelado cocido, procedentes de
pequefios productores de maiz provenientes de distintas comunidades del
Canton Nabodn (Tabla 1), a quienes se les aplicé también encuestas de consumo

para evaluar la cantidad consumida de maiz y sus preferencias.

Tabla 1.Lugar de procedencia de las muestras de maiz.

Parroquia de Nabon % del namero total
de muestras (n=40)

Yacudel 40

Progreso 12.5
Chayaurco 7.5
Buenavista 5

Nabon 5

Hermano Miguel 5

La Paz 2.5
La Ramada 2.5
Buravalle 25
Pucallpa 2.5
Rafias 2.5
Romerillo 2.5
Rosas 2.5
Tamboloma 2.5
Trancapata 25
Bellavista-Tamboloma 25
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La mayor parte de las muestras de maiz recolectadas provinieron de la
Parroquia Yacudel (40%), seguida del sector el Progreso (12,5%). El alto
porcentaje presentado de estas zonas se debi6 a la mayor colaboracion de la

poblacién de estos sectores y a su coordinacion.

Para caracterizar a la poblacién, también se tomaron algunos datos
demograficos de los pequefios productores de maiz que participaron en el
estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de la Poblacion.

Caracteristica Media + desv. estandar Minimo Maximo

Edad (afios) 49 14.8 18 75
Peso (kg) 61.6 10.3 43.5 88.8
Sexo:
Hombres 20.5 %
Mujeres 79.5 %

La edad promedio de los pequefios productores de maiz que formaron parte de
este estudio fue 49 afios, mientras que el peso promedio fue 61.6 kg. De la

poblacion estudiada, la mayoria fueron mujeres (79,5%).

3.2 Preferencia de consumo de maiz
Mediante encuestas se evaluaron las preferencias de consumo de mote cocido

(Tabla 3) y sobre la forma de preparacion del mote cocido pelado (Tabla 4).

Tabla 3. Preferencia de consumo de maiz cocido

Variable % de Preferencia (n=39)
Mote con cascara 94.8
Mote pelado 2.6
Otros (choclo en mazorca) 2.6
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Caracteristica estudiada

% Prevalencia

(n=39)
Sustancia de preferencia Ceniza 75
para el pelado del maiz Cal 5
Cenizay cal 3
Otro 1
Razén prefiere este tipo de Sabor, textura, salud y tradicién 54
mote pelado Rapidez 14
Sabor 8
Salud 6
Tradicion 6
Economia y tradicién 6
Tiempo y menos trabajo 3
La cal no es producto propio 3
Sabor, salud y dura més tiempo 3
Tiempo de secado después 2 dias 40
de haber pelado el mote 3 dias 27
1 dia 7
5 dias 7
No deja secar 7
4 dias 3
Lava, hierve, cocina 3
Remojo y cocina 3
Lava y cocina 3
Tiempo de remojo antes de No deja en remojo 40
cocinar el mote pelado seco 12 horas 27
1/2 hora 3
1 hora 3
2 horas 3
3 horas 3
Lavado algunas veces 3
Cambio de agua 3
Lava y cocina 3
Tipo de olla para cocinar el Barro 60
mote pelado Aluminio 23
Aluminio y barro 13
Barro vidriado 3
Cantidad de agua para
cocinar 1 galén de mote 10.1 £ 5.6 (Min. 3.2 — Max. 18)
pelado
Tiempo de coccion para . .
hacer mote pelado (horas) 3.9+2.8 (Min. 1-Max. 9)
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En base a la encuesta realizada, la mayoria de la poblacion estudiada preferia
consumir mote con cascara (94%) mencionando que el sabor es mejor, que es
una tradicion y que ademas es beneficioso para la salud. En cuanto al consumo
de mote cocido pelado solamente lo hacian en ocasiones especiales debido al
tiempo que tomaba su preparacion. Cuando los participantes consumen mote
pelado (2.6%), un 75% prefiere el pelado del maiz utilizando ceniza. Las razones
por las cuales utilizan a la ceniza como la principal sustancia para el pelado del
maiz es debido al mejor sabor que presenta el mote, que al obtenerse de una
manera natural es una sustancia menos nociva para la salud, y por la tradicion

gue ellos que han heredado de sus ancestros (54% en global).

Para la preparacion del mote pelado cocido, la pequefia poblacién encuestada
deja secar el maiz después de pelarlo alrededor de 2 dias (40%), una vez que
el maiz se secara una pequefa parte de la poblacion (27%), dejaba el maiz en
remojo, caso contrario que sucedia con una gran parte de la poblaciéon (43%),
gue procedia a cocinarlo directamente sin previo remojo. En promedio, la
poblacién refirio utilizar alrededor de 10,1 litros de agua para la coccién de 1
galon de mote pelado (2,27 kilo gramos) pudiendo llegar a utilizarse hasta un
maximo de 18 litros. El promedio del tiempo utilizado para la coccién fue de 3,9
horas, pudiendo llegar a las 9 horas como maximo y un minimo de 1 hora, lo que
dependera de la exposicién al calor y del tipo de olla. Particularmente, un 60%
de la poblacion utiliza ollas de barro para la coccién haciendo referencia a que

el sabor del mote cocido en este tipo de olla es mejor que en las otras opciones.

En cuanto a la encuesta de ingesta de maiz, la cuantificacion de la cantidad
consumida se realiz6 utilizando un recordatorio de 24 horas con el soporte de
kits de utensilios estandarizados para la estimacion de las porciones. El
consumo fue muy variable, con un promedio de 232 + 163 gramos (Min:0 y Max:
630 gramos); y en general las porciones consumidas fueron de 70 gramos (46
%).
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3.3 Analisis de micotoxinas

En total, se analizaron 40 muestras de maiz pelado cocido (mote pelado) para
determinar el grado de contaminacién por aflatoxinas Bi, B2, G1 y G2. Los
resultados se realizaron en muestra seca y se corrigieron al final con la
valoracion individual del contenido de humedad de cada muestra (64.3 + 1.2 %)
(Anexo 2). Luego de la mencionada correccion, ninguna de las muestras
presentd contaminacion por aflatoxinas en base a los siguientes limites de

deteccion (ug/kg) del método analitico:

0.37 para AFGz2, 0.25 para AFG1, 0.27 para AFB2, 0.34 para AFB:1. Estos valores
forman parte de la estandarizacion del método analitico y fueron provistos por el
Laboratorio del Proyecto VLIR-IUC “Alimentacion, Nutriciéon y Salud”. Por lo
tanto, ninguna de las muestras presento un nivel de contaminacién superior a

los limites establecidos para el consumo humano.

En la literatura cientifica no existen estudios similares que se realicen en maiz
cocido pelado listo para el consumo humano. Sin embargo, existen estudios en
maiz sin coccion a nivel del Ecuador y paises cercanos en los que se han
encontrado grados de contaminacion relativamente bajos. En uno de estos
estudios ser reportd un valor promedio de 3ug/kg (16,6%) de AFB1 y un valor
menor a 10 pug/kg (16.7%) par aflatoxinas totales en maiz blanco, para Colombia.
(Martinez, 2013). En el Ecuador, especificamente en un estudio realizado en
Quito se encontraron valores de 0,68 pg/kg en harina de maiz, para AFB:1,
(Vallejo, 2012), ; mientras que en muestras de bocaditos de maiz en Guayaquil

obtuvieron valores menores a 2ug/kg de AFB1. (Morales, 2013)
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3.4 Evaluacién de la exposicion dietaria

La evaluacion de la exposicion dietaria se realiz6 mediante el método
deterministico o estimacién de punto, en el que se tomaron los valores de la
media, maximo y minimo del consumo de maiz (en kg/kg peso corporal/dia)
para asi conocer la exposicion media y sus limites superior e inferior,
respectivamente. Estos valores fueron multiplicados por el grado de
contaminacion de aflatoxinas en las muestras analizadas. Considerando que
la prevalencia nula de contaminacién, se decidi6 tomar como nivel de
contaminacion a la mitad de los valores del limite de deteccion para cada una

de las aflatoxinas (0.5 LOD). Estos calculos se presentan en la tabla 5.

El grado del riesgo de exposicion resultante se evalu6 mediante el margen de
exposicion (MOE), cuyos resultados también se muestran en la tabla 5. Todos
los valores del MOE fueron mayores a 10.000, incluso aquellos calculados en
base al consumo maximo que es considerado como el peor escenario de
exposicion. Por lo tanto, la exposicion a aflatoxinas mediante el consumo de
maiz cocido pelado puede considerarse de baja importancia desde el punto de

vista de salud publica.

Con relacion a la exposicion dietaria no existen estudios similares en la literatura
cientifica dentro de Latino América y en especial de Ecuador, por lo que no es

posible realizar una comparacion de dicho tema.

Sin embargo, es necesario considerar que la mayoria de la poblacion estudiada
refiri6 que prefiere consumir maiz sin pelar, el cual puede presentar

concentraciones mas altas de aflatoxinas (Ochoa & Molina, 2015)
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Tabla 5. Resultados de la exposicion dietaria a aflatoxinas segun el método de estimacion de punto.

Consumo de ) .,
1Contaminacion

Exposicion (kg/kg peso corporal/dia)

Margen de exposicion

maiz (kg/kg _
peso (Uglt%)D‘ 05 | AFG. AFG: AFB. AFB. | AFG: AFG: AFB:  AFB:
corporal/dia)
Media 0.0042 x 0.5LOD 0.00078 0.00052 0.00057 0.00072 | 218806 328953 300639 235255
Minimo 0.0006 x 0.5LOD 0.00011 0.00007 0.00008 0.00010 [1520356 2285705 2088966 1634655
Maximo 0.0119 x 0.5LOD 0.00219 0.00146 0.00159 0.00204 | 77663 116759 106709 83502

1 0.5L0D= grado de contaminacién por aflatoxinas
AFG: (0,18)g

AFG; (0,12)

AFB; (0,13)

AFB;1 (0,17)
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4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones
En el presente estudio se realizO la evaluacion de la
contaminacion con aflatoxinas en el maiz pelado cocido (mote
pelado), para lo cual se realiz6 la deteccion de dichas toxinas en
las muestras analizadas mediante el método de HPLC, obteniendo
una prevalencia nula y por lo tanto no fue posible compararlos con
los limites maximos permisibles establecidos por la FDA y las

Normas INEN, para alimentos de consumo humano.

En este trabajo también se realiz6 la evaluacion de la exposicion
dietaria a la que ese encuentra sometida la pequefia poblacion
estudiada, al consumir mote pelado cocido. Segun los resultados
obtenidos, el grado de exposicidon puede considerarse bajo y de
poca importancia desde el punto de vista de salud publica, lo cual
es muy positivo para la poblacion. Cabe notar que la mayoria de
la poblacion estudiada suele consumir mote con cascara, asi que
el riesgo de exposicion podria ser mayor, considerando la

potencial carga de micotoxinas en la cadscara del maiz.
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4.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios complementarios que permitan reunir
mas informacion para poder regresar a las comunidades con
informacion préactica que puedan adaptarla para mejorar la inocuidad de
su dieta. Particularmente, se recomienda realizar estudios posteriores
evaluando el riesgo de exposicion a aflatoxinas u otras toxinas
presentes en el maiz sin pelar debido a su potencial presencia en la

cascara.
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ANEXOS
ANEXO 1. Encuesta sobre preferencias de consumo de maiz
ENCUESTA SOBRE PREFERENCIAS DE CONSUMO DEL MAIZ

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

NUmero de registro
Fecha de la encuesta (dd/mm/aa) [

DATOS GENERALES:

Nombre del cultivador:
Direccion:

PREFERENCIA DE CONSUMO

1. ¢Cbébmo prefiere consumir el maiz? Escoja 1 de las siguiente opciones:

1. Choclo en mazorca (fresco) 9. No Sabe |:|
2. Mote con céscara

3. Mote pelado

4 Otro (especifique) |

2. El mote pelado que Ud. consume se lo pela usando. Escoja 1 de las siguiente opciones:

1. Ceniza 9. No Sabe |:|
2. Cal
3. Otro (especifique) |

3. ¢Por qué prefiere este tipo de mote pelado?

4. Después de pelado el mote, ¢cuanto tiempo deja secar antes de cocinarlo? | |

5. Antes de cocinar el mote pelado seco, ¢cuénto tiempo deja en remojo el mote? | |

6. Paracocinar un galon de mote pelado, ¢cuanta agua utiliza? |

7. ¢Por cuanto tiempo cocina el mote pelado? | |

8. ¢Qué olla utiliza para cocinar el mote pelado? | |

ENCUESTA DE CONSUMO

9. Sexo: Hombre O Mujer O
10. ¢Cuéntos afios tiene? ]
11. Peso en kg (balanza) ] * Sin zapatos
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12. Sefale, el dia ayer fue:

1.Lunes 2. Martes. 3. Miércoles 4.Jueves 5. Viernes 6. Sabado 7.Domingo

13. Sefale, el tipo de alimentacion de ayer fue:
1. Como cualquier dia 2. Dia festivo 3. Enfermedad

14. CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO

Cantidad y Consumo
Alimento Descripcion tamafio de la
porcion D S M A N
Ej. Mote... Lx C°‘,i"9° de 3
plato...
D Diario
S Semanal
M Mensual
A Anual
N Nunca
15. RECORDATORIO DE 24 HORAS
Numero de . ~
HORA Alimento Descripcion porciones (I;/I::j;daétririg?]no
(cantidad) P

Mote...

GRACIAS POR SU COLABORACION!
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ANEXO 2. Contenido promedio de humedad y materia seca de las muestras
de maiz pelado cocido, expresado en porcentaje y calculado a partir del

andlisis por triplicado.

Muestra % Materia seca % Humedad
1 35.3 64.7
2 33.6 66.4
3 35.6 64.4
4 35.8 64.2
5 38.2 61,8
6 36.9 63.1
7 36.7 63.3
8 34.2 65.8
9 34,8 65.2
10 33.1 66.9
11 33.5 66.5
12 34.7 65.3
13 36.7 63.3
14 37.0 63.0
15 375 62.5
16 36.7 63.3
17 37.4 62.6
18 37.6 62.4
19 37.6 62.4
20 35.0 65.0
21 34.4 65.6
22 33.7 66.3
23 35.3 64.7
24 35.5 64.5
25 35.1 64.9
26 35.5 64.5
27 34.7 65.3
28 36.7 63.3
29 35.4 64.6
30 35.3 64.7
31 35.0 65.0
32 35.4 64.6
33 35.7 64.3
34 35.4 64.6
35 35.5 64.5
36 35.0 65.0
37 35.9 64.1
38 36.7 63.3
39 38.4 61.6
40 35.2 64.8
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ANEXO 3. Consumo promedio de maiz pelado cocido, expresado en (kg)/PC
(kg) / dia, calculado del consumo diario y el peso

consumo/dia consumol/dia peso

id (@) (kg) (kg) consumo (kg)/PC (kg) / dia
1 140 0.14 67.3 0.00208
2 280 0.28 58.5 0.00479
3 310 0.31 49.7 0.00624
4 300 0.3 58.9 0.00510
5 450 0.45 44 0.01023
6 70 0.07 73.4 0.00095
7 120 0.12 63.8 0.00188
8 75 0.075 57.9 0.00130
9 0 0 63.7 0.00000
10 155 0.155 53.2 0.00291
11 50 0.05 82.5 0.00061
12 140 0.14 88.8 0.00158
13 170 0.17 49.7 0.00342
14 200 0.2 68.2 0.00293
15 630 0.63 53.1 0.01186
16 0 0 56.8 0.00000
17 210 0.21 55.8 0.00376
19 200 0.2 44.2 0.00452
20 70 0.07 45.7 0.00153
21 270 0.27 69.2 0.00390
22 140 0.14 64.6 0.00217
23 100 0.1 63.3 0.00158
24 380 0.38 73.7 0.00516
25 140 0.14 65.4 0.00214
26 350 0.35 61.6 0.00568
27 70 0.07 69.5 0.00101
28 240 0.24 62.5 0.00384
29 610 0.61 76.02 0.00802
30 300 0.3 57.6 0.00521
31 490 0.49 52.6 0.00932
32 70 0.07 68 0.00103
33 350 0.35 43.5 0.00805
34 210 0.21 52.3 0.00402
35 210 0.21 70.8 0.00297
36 350 0.35 63.9 0.00548
37 170 0.17 59.6 0.00285
38 630 0.63 54.8 0.01150
39 200 0.2 64.1 0.00312
40 200 0.2 64.6 0.00310
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