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Resumen

Titulo: Efecto del pH sobre la concentracion de las aflatoxinas presentes en el maiz sometido a

nixtamalizacion”

Autor: Karen Melisa Estévez Angarita, Juliana Pefia Quiroga™

Palabras Clave: Micotoxinas, aflatoxinas, nixtamalizacién, bioaccesibilidad.

Descripcion:

Las aflatoxinas son micotoxinas presentes en el maiz (Zea may L), son producidas por diferentes especies fungicas
del género Aspergillus, comunes y dispersos en la naturaleza, sobre todo en zonas de clima célido y hiumedo. Estudios
previos muestran que la exposicion a estas representa un riesgo para la salud humana y animal, por lo que es importante
Ilevar un control de sus concentraciones y realizar procesos que propendan la mitigacion de éstas. La nixtamalizacion
es el tratamiento tradicional que se hace al maiz usado en la produccion de arepas, tortillas o tamales. En el presente
trabajo se verificd un método analitico para la deteccion y cuantificacion de aflatoxinas (B1, B2, G1y G2) en el maiz
mediante el uso de HPLC-FD, evaluando diferentes parametros como selectividad, linealidad (>0,995), limites de
deteccion (<0,5ng/mL) y cuantificacion (<1,5ng/mL), precision (RSD<22%) y exactitud representada con porcentajes
de recuperacién entre 75-110%. Ademas, se realizé la nixtamalizacion a escala de laboratorio a los granos de maiz,
obteniendo una reduccion en la concentracion de las aflatoxinas B1, G1 y totales de 70 a 97% en las diferentes
muestras. Adicionalmente, a las muestras nixtamalizadas se le aplic una simulacion del proceso de digestién gastro-
intestinal in vitro, donde se obtuvieron valores de bioaccesibilidad entre 7-41% y un porcentaje de recuperacion
<23,22% de la concentracion de aflatoxinas totales. EI cambio en el pH presente en la nixtamalizacion y digestion
gastro-intestinal influyé significativamente en la concentracion de aflatoxinas en el maiz.

* Proyecto de Grado
" Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Dr. Luis Javier Lopez Giraldo. Codirector: Arley René
Villamizar Jaimes.
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Abstract

Title: Effect of pH on the concentration of aflatoxins present in corn subjected to nixtamalization”

Author: Karen Melisa Estévez Angarita, Juliana Pefia Quiroga™

Key words: Mycotoxins, aflatoxins, nixtamalization, bioaccessibility.

Description:

Aflatoxins are mycotoxins which are presented in corn (Zea may L). They are produced by different fungal species of
the genus Aspergillus, highly common and dispersed in nature, especially in hot and humid climate zones. Previous
studies have shown that the exposure to these represent a risk to human and animal health, therefore is important to
monitor their concentrations and carry out processes that promote their mitigation. Nixtamalization is the traditional
treatment of corn that will be used to make arepas, tortillas or tamales. This study shows an analytical method for the
detection and quantification of aflatoxins (B1, B2, G1 and G2) in corn. It was verified by HPLC-FD, evaluating
different parameters such as selectivity, linearity (> 0,995), detection limits (<0,5ng/mL) and quantification
(<1,5ng/mL), precision (RSD<22%) and accuracy represented with recovery percentages between 75-110%. In
addition, the corn grains were nixtamalized on a laboratory scale, obtaining a reduction in the concentration of B1, G1
and total aflatoxins from 70 to 97% in the different samples. Additionally, a simulation of the in vitro gastro-intestinal
digestion process was applied to the nixtamalized samples, where bioaccessibility values between 7-41% and a
recovery percentage <23,22% of the total aflatoxin concentration were obtained. The change in pH present in the
nixtamalization and gastro-intestinal digestion significantly influenced the aflatoxin concentration in corn.

“ Bachelor Thesis
™ Faculty of Science. School of Chemistry. Director: Dr. Luis Javier Lépez Giraldo. Co-director: Arley René
Villamizar Jaimes.
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Introduccién

Las aflatoxinas (AFs) son toxinas naturales producidas por diferentes especies fungicas del
género Aspergillus, pertenecen al grupo de las micotoxinas y se encuentran presentes en alimentos
como cereales, frutos secos y especias (A. Méndez & Moreno, 2011) (OMS, 2018). Existen
alrededor de 20 tipos de aflatoxinas, entre ellas la B1, B2, G1, G2 (Londofio & Martinez, 2017),
las cuales tienen mayor relevancia por su efecto en la salud, ya que, se encuentran asociadas con
el cancer de higado, y son catalogadas como agente carcindgeno del grupo I, por la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer, IARC, por sus siglas en inglés (Teresa et al., 2006).

Las zonas célidas y himedas proporcionan un ambiente favorable para la proliferacion de
las especies de hongos productores de aflatoxinas. Considerando que el maiz se produce en zonas
calidas es uno de los cultivos méas susceptible a contaminacion aflatoxigénica (Martinez et al.,
2014).

En Colombia, el maiz es uno de los alimentos con mayor participacion en el sector
agropecuario y en los ultimos afos su produccion ha ido en aumento; sin embargo, la demanda
supera su oferta, lo que genera la necesidad de importacion de aproximadamente 85% del consumo
total; en el periodo de 2017 a 2019 se importaron entre 4.600.000 y 5.300.000 toneladas anuales,
provenientes principalmente de Estados Unidos, Argentina y Brasil (INS & MINSALUD,
2015)(Centro Virtual de Negocios, 2019; Ventura Group, 2020). Del maiz importado el 77% se
destina a la industria de piensos para animales, mientras que, el 63% de la produccion nacional, es

destinada para consumo humano (Hoyos & Ocampo, 2015).
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Segun la Norma Técnica Colombiana NTC 3581 de 2006, la concentracion de aflatoxinas
no debe exceder el limite de 20 pg/kg, restriccion equivalente a las establecidas por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) y la
organizacion de Alimentos y Agricultura de las Naciones Unidas (FAO, por sus siglas en inglés)
(FAO - ONU, 2004; Venegas et al., 2014). En Medellin, se ha confirmado la presencia de
aflatoxinas en muestras de maiz, con niveles superiores al maximo establecido por las entidades
mencionadas anteriormente. Ademas, estudios realizados por Diaz, Perilla & Rojas (2001)
demostraron que el 12,8% de las muestras de maiz estaban contaminadas por aflatoxinas; ademas,
12 de las 22 muestras positivas excedian el limite permitido (Diaz et al., 2001)

En la region del oriente colombiano, uno de los alimentos tradicionales es la arepa
santandereana o de maiz pelado, la cual es consumida méas de dos veces por semana por el 84% de
la poblacién (Bermudez et al., 2006). La arepa de maiz pelado, junto con otros alimentos como las
tortillas y los tamales, son fabricados a base de maiz nixtamalizado.

La nixtamalizacion, es un proceso termo-alcalino que se practica con el fin de ablandar el
grano Yy retirarle la cascara antes de molerlo (Robinson, n.d.). Ademas, diversas investigaciones
evidencian que este tratamiento influye en la reduccion de la concentracion de las aflatoxinas (J.
A. Méndez et al., 2004) (J. Méndez et al., 2004). Sin embargo, los resultados de investigadores
como Méndez et al. (2004) y Moctezuma et al (2015) han mostrado que las aflatoxinas se pueden
regenerar en medio &cido y neutro, a pH similares al del estomago e intestino delgado,
respectivamente (J. A. Méndez et al., 2004)(Moctezuma et al., 2015), lo que implica una mayor
bioaccesibilidad y biodisponibilidad de estos compuestos, aumentando el riesgo para la salud

(Anguiano et al., 2005).
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En Colombia, especialmente en Santander, no se ha realizado ninguna investigacion en la
que se evalle simultdneamente el efecto que tiene el porcentaje cal hidratada sobre el contenido
de AFs en la masa de maiz antes y después de consumo, usando una simulacion de digestion
gastrointestinal in vitro.

Por lo anterior, en el presente trabajo se evalué el efecto de diferentes concentraciones de
cal en la etapa de nixtamalizacion sobre el contenido de aflatoxinas y la bioaccesibilidad de éstas
usando una simulacion de la digestién gastrointestinal in vitro. Esta investigacion se realizo en el
Grupo de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICTA) de la Universidad

Industrial de Santander.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de los cambios de pH sobre la concentracion de las aflatoxinas presentes

en el maiz sometido a nixtamalizacion.

1.2 Objetivos Especificos

Verificar la técnica de cuantificacion de aflatoxinas en cromatografia liquida con detector
de fluorescencia.

Evaluar el cambio en la concentracion de las aflatoxinas en el maiz al variar las cantidades
de cal hidratada en el proceso de nixtamalizacion.

Analizar la concentracién de las aflatoxinas bioaccesibles en el maiz nixtamalizado

sometido a una digestién gastro-intestinal in vitro.
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2. Marco teérico

2.1 El maiz

115

El maiz (Zea may L) es un cereal perteneciente a la familia de las poéceas, gramineas

(David et al., 2013) y es una de las materias primas mas requeridas a nivel mundial, debido a sus

diferentes usos en la industria alimenticia; entre ellos la fabricacion de dextrinas, aceites y otros

productos derivados de su proceso de fermentacion (Hoyos & Ocampo, 2015). Es una planta

monoica anual, de origen americano y junto con los cultivos de arroz y trigo es adaptable a casi

cualquier tipo de suelo, por lo que su produccién es una de las mas importantes en el mundo

(Molina et al., 2015).

La composicion quimica del maiz varia en funcion del tipo, la zona de cultivo y las

condiciones de cosecha, pero en general se encuentra distribuida como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1.

Composicion quimica proximal del maiz.

Componente Cantidad (g/100g)
Proteina 2,67
Grasa 0,67
Ceniza 2,7
Agua 70
Carbohidratos 23,96

Nota. Adaptado de FoodData Central (2019) (Departamento de Agricultura de Estados Unidos

(USDA), 2019).
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En la Figura 1 se observa las principales zonas en que esté dividido el grano de maiz: el
pericarpio o cubierta, el endospermo o amiléceo y el embrion o germen. El pericarpio contiene
87% de fibra, la cual esta formada por los polisacéridos de celulosa, hemicelulosa y lignina (Y Ufera
& Dorrién, 1987). El endospermo aporta el 87% del peso en base seca del grano, éste se caracteriza
por su elevado contenido de gluten y almidon, este Gltimo es una macromolécula compuesta de
amilosa y amilopectina, es el principal compuesto presente en el maiz, alcanzando un 70% del
peso seco del grano de maiz (Baltes, 2006). Finalmente se encuentra el germen, el cual posee una
gran cantidad de grasa vegetal, proteinas y minerales, y contribuye con el 11,5% del peso del grano

(Santiago et al., 2018).

Figura 1.

Maiz amarillo y estructura de un grano de maiz.

cuticula
pericarpio
endospermo

germen

pedicelo

Nota. Adaptado de La nixtamalizacion y el valor nutricional del maiz, Pag. 62 (Paredes et al.,

2009)

El mayor uso del maiz se encuentra en el consumo animal y humano, con un porcentaje
del 61,2% y 14,2% respectivamente (Hoyos & Ocampo, 2015). Segln la Organizacion de las

Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, FAO por sus siglas en inglés, el maiz es
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el segundo cultivo de mayor produccion mundial, después del trigo, con una produccion de hasta
872,8 millones de toneladas (Londofio & Martinez, 2017). Los principales productores de maiz a
nivel mundial en 2016 fueron la Unién Europea, México, Argentina, USA, China y Brasil, siendo
estos tres ultimos los productores de las tres cuartas partes de la produccion mundial (Hoyos &
Ocampo, 2015).

Colombia se encuentra en el puesto 37 a nivel mundial de los productores agricolas de
maiz. Segun las estadisticas de la Federacion Nacional de Cultivadores de Cereales vy
Leguminosas, Colombia produjo, en 2017, un aproximado de 1,2 millones de toneladas
(Agroinsumos S.A.S, 2018). Los principales productores de este cereal son los departamentos de
Cordoba y Valle del Cauca, aportando aproximadamente el 50% de la produccion total nacional.
El 37% de cultivo se destina a uso industrial y el 63% restante al consumo humano. A pesar del
indiscutible crecimiento de las hectareas de este cultivo agrario, la demanda comercial del maiz
supera considerablemente su oferta, lo que genera la necesidad de importacion (Hoyos & Ocampo,
2015). Asi las cosas, Colombia importa un 85% del maiz que consume, el cual es destinado
principalmente para la industria de alimentos balanceados para consumo animal (INS &
MINSALUD, 2015).

El cultivo de maiz es susceptible a la contaminacion por aflatoxinas, un tipo de micotoxina
altamente toxica para los humanos y animales, ocasionando asi una constante preocupacion que
difunde un estudio perseverante, por parte de académicos y entes de control, de nuevas estrategias

que permitan su medicién, control o mitigacion.
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2.2 Las micotoxinas

Las micotoxinas son productos quimicos sintetizados por hongos filamentosos
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Penicillum y Furasium. Son sustancias toxicas para los
animales vertebrados y poseen una resistencia variable a la degradacion por medio de procesos
térmicos y de fermentacion (Baltes, 2006). Las especies fungicas, que producen las micotoxinas,
crecen durante la pre-cosecha por malas précticas agricolas, asi como en la pos-cosecha debido a
un mal almacenamiento (Pleadin et al., 2019).

Se ha estimado que las micotoxinas afectan una cuarta parte de los cultivos a nivel mundial
(Arroyo et al., 2014), generando una gran preocupacion en diferentes asociaciones como la
Organizacion Mundial de la Salud OMS y la FAO, y su comité mixto FAO/OMS de expertos en
aditivos alimentarios, quienes mediante el comité del Codex Alimentarius (2018), establecieron el
nivel de ingesta diaria tolerable para diferentes micotoxinas en el rango de 0,5 pug/kg a 15ug/kg
para la mayoria de alimentos (OMS, 2018).

Existen diferentes tipos de micotoxinas, como la ocratoxina A, la patulina, las fumonisinas,

la zearalenona, el nivalenol, desoxinivalenol, entre otras. (Gil et al., 2014).

2.3 Las aflatoxinas.

Las aflatoxinas (AFs) son metabolitos secundarios toxicos, que pertenecen al grupo de las
micotoxinas, son conocidas desde 1960, cuando en Inglaterra se presenté una epidemia que matd
alrededor de 100.000 pavos, alimentados con mani contaminado por el hongo A. flavus (Martinez

et al., 2014). Son producidas por las especies fungicas del género Aspergillus tales como flavus,



EFECTO DEL PH EN LAS AFLATOXINAS DEL MAIZ NIXTAMALIZADO |19

parasiticus y nomius (Golge et al., 2016), el crecimiento de estos hongos frecuentemente se
presenta en los cultivos agricolas de maiz, mani, nuez, arroz, trigo, algodon y frutos secos
(Martinez et al., 2015), esto sucede gracias a las condiciones favorecedoras donde se cultivan estos
piensos, es decir, en zonas geogréaficas de clima tropical, con porcentajes de humedad relativa de
80 a 90% y temperaturas entre los 30 y 35°C (Martinez et al., 2014). El estrés de la planta o los
dafios de los insectos, permiten la entrada de esporas de estos hongos, por ende la produccion de
las aflatoxinas puede ocurrir durante la pre y post cosecha (Acuiia et al., 2005).

Existen aproximadamente 20 tipos de aflatoxinas, pero las mas comunes y de mayor interés
son las B1, B2, G1y G2, denominadas AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2. Siendo la AFB1 considerada
la méas toxica de todas. Existen tambien derivados metabdlicos de las AFB1 y AFB2, conocidos
como AFM1 y AFM2, respectivamente, que se producen en la excrecion de orina y leche de
quienes se han alimentado de piensos contaminados (Londofio & Martinez, 2017). La
denominacion B y G de la AFs, se toma con base en la fluorescencia que presentan en capa fina
de gel (Blue=azul o Green= verde, respectivamente en inglés), por otra parte los indices 1y 2 se
refiere al orden de aparicion en cromatografia de capa delgada (TLC) (Gonzales, 2010).

Segun la OMS (2018) 600 millones de personas por afio son afectadas por una enfermedad
transmitida por alimentos, y segun la FAO (2018) aproximadamente el 25% de los cultivos se
encuentran contaminados por micotoxinas, lo que genera una alta preocupacion de salud publica
(Klingelhofer et al., 2018). Las AFs representan una amenaza tanto para la salud humana como
animal, ya que producen complicaciones hepatotdxicas, teratogénicas e inmunotoxicas (Kumar et
al., 2017).

La AFB1 y la mezcla de las AFB, AFG y las AFM, estan clasificadas por la IARC como

carcinogeno del grupo 1, debido a que se encuentran estrechamente relacionadas con el carcinoma
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hepatocelular (CHC), el tipo mas comun de cancer de higado, y el noveno y séptimo tipo de cancer
mas frecuente en mujeres y hombres, respectivamente (Ismail et al., 2018). Esta patologia se ve
particularmente relacionada no solo con las aflatoxinas cancerigenas, si no con la combinacién de
éstas con una infeccion cronica por el virus de la hepatitis B (VHB). Segun la OMS se estima que
existen 788.000 muertes por el CHC (World Health Organization Department of Food Safety and
Zoonoses, 2018), donde la mayor incidencia de esta enfermad terminal, se encuentra en los paises
en vias de desarrollo debido a la prevalencia de los dos factores anteriormente mencionados (VHB
y AFs) (Klingelhofer et al., 2018).

Adicionalmente las aflatoxinas estan vinculadas con el deterioro del crecimiento, algunos
tipos de desnutricion y afecciones al sistema inmunoldgico (Martinez et al., 2014), lo que impacta
negativamente en los animales de granja y por ende en la produccion de carne, la economia y el
suministro mundial de alimento.

Por otro lado, pero no menos importante, existe la intoxicacion por consumo de aflatoxinas,
conocida como aflatoxicosis, la cual puede ser aguda con afectaciones de digestion, edemas,
hemorragia y dafio hepéatico agudo, o la aflatoxicosis cronica que produce digestiones
disfuncionales, retraso de crecimiento y malformaciones congénitas fetales en las mujeres
embarazadas (Klingelhofer et al., 2018).

Los limites de AFs en el maiz y productos derivados varia segun el pais o region, para la
mayoria de los paises de la Union Europea, (UE) el contenido maximo permitido de AFs totales
es de 5ug/kg y para la AFB1 se encuentra en un intervalo 2 a 8 pg/kg. Para la Administracion de
Medicamentos y Alimentos, FDA por sus siglas en inglés, la concentracion limite permitida para

AFs totales es de 20ug/kg, en cuanto a la AFB1, no discrimina un valor permitido Unico (FAO -
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ONU, 2004). La normativa colombiana, NTC 3581 (2006), indica que el limite permisibles de
aflatoxinas totales para el maiz es de 20ug/kg (Normas, 2019).

La estructura basica de las aflatoxinas son el anillo de difurano y la cumarina, lo que explica
su toxicidad (Peng et al., 2018). La Figura 2, muestra la diferencia entre las dos clases principales
de toxinas, la AFB y AFG, donde las primeras presentan un anillo de ciclopentanona unido a la
cumarina, mientras que, las AFG estan compuestas por un anillo de lactona (Martinez et al., 2014).
Por otra parte, entre las mismas clases, B y G, existe la diferencia del doble enlace en el anillo de
difurano.

Fisicamente son sustancias inodoras, insipidas e incoloras, quimicamente son compuestos
estables en los alimentos y resistentes a la degeneracion en los procesos de coccion cotidianos,
puesto que su temperatura de degradacion oscila entre los 237 — 306°C (Kumar et al., 2017). Estos
metabolitos toxicos son compuestos organicos no proteicos y de bajo peso molecular (Martinez et
al., 2014) quefluorecen en presencia de radiacion UV, con una longitud de onda de excitacion de
365 nm y una de emision de 455 nm (Molina et al., 2015). El grado de toxicidad de las aflatoxinas

sigue el orden de B1>G1>B2>G2 (Coppock et al., 2018).

Figura 2.

Estructura quimica de las aflatoxinas B1, B2, G1, G2.

AFG2
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2.4 Deteccién de aflatoxinas

Shephard (2008) resume una serie de técnicas analiticas para la determinacién de las
micotoxinas en alimentos para consumo humano, entre las cuales se encuentran la cromatografia
de capa delgada (TLC), cromatografia liquida de alta resolucion con detector de UV y
fluorescencia (HPLC-UV HPLC-FD), cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida
acoplada a un detector masas/masas (LC-MS/MS), y la técnica de inmunoensayo (ELISA), entre
otros (Shephard, 2017).

Algunas técnicas analiticas son mas precisas y exactas en la cuantificacion de los analitos,
como lo muestra Stefanovic et al. (2015) al comparar la cuantificacion de las AFB1 y AFM1 en
muestras de maiz y leche, respectivamente, mediante las técnicas de ELISA y LC- MS/MS,
mostrando que esta Ultima es mas precisa debido a un rango dinamico mas amplio del equipo y la
limitacion del rango de linealidad de la técnica ELISA, ya que, la mayoria de muestras analizadas
superan el limite de dicho pardmetro (0,25 pg/kg) (Stefanovic et al., 2015). Ademas, Fu Z et
al.(2008), reportan un método rapido de UPLC-UV para muestras de maiz y mani, el cual ilustra
limites de deteccion y cuantificacion entre 0,19-0,32 y 0,63-1,07 pg/kg respectivamente, similares
a los reportados en los métodos de HPLC-FD, por otro lado, este método logra la separacion
cromatografica en 3,5 minutos, lo que supera a la técnica de HPLC-FD, la cual demora
aproximadamente 20 minutos para la separacion total de los analitos, dandole una ventaja sobre la
misma en cuanto al tiempo de analisis de una muestra (Fu et al., 2008). Asi mismo, los reportes de
Martinez et al. (2015), Acuria et al.(2005), muestran la cuantificacion de la concentracion de AFs

en la matriz de maiz usando la técnica de HPLC con un detector de fluorescencia (Acufa et al.,
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2005) (Martinez et al., 2015), técnica cominmente usada para este tipo de analitos y respaldada
por normas como la NTC 1232 y AOAC 994.08, por su reproducibilidad (AOAC, 1994).

Segun la norma NTC 1232y la AOAC 994.08, la determinacion de las aflatoxinas se hace
en cuatro pasos, la extraccion, la purificacion, la derivatizacion y el andlisis por HPLC. Asi como
lo reportan los autores Gonzalez Mora (2010), Rojas & Wilches (2009) y Martinez et al. (2015)
para muestras de nueces, comida a base de cereal para infantes, maiz y arepa, respectivamente.

La extraccion del analito es realizada mediante una separacion liquido-liquido, con
solventes como acetonitrilo, agua, metanol o en algunas ocasiones heptano, este paso es realmente
sencillo ya que se precisa la homogeneizacion de la muestra mediante molienda, su posterior
pesado, licuacion con los solventes y una filtracion por gravedad (Martinez et al., 2014). La
purificacion es uno de los pasos mas importantes en el analisis de las AFs, puesto que garantiza
gque no exista ningun tipo de trazas contaminantes que interfiera con la experimentacion;
recientemente, se ha comenzado a emplear las columnas disefiadas para la purificacion de
aflatoxinas en matrices de maiz, mani, arroz, entre otros (Shephard, 2017).

La derivatizacion es importante para aumentar la intensidad de fluorescencia de las
AFB1 y AFGL, esta etapa se realiza mediante la reaccion del analito con &cido trifluoroacético
(TFA) en solucioén acuosa (AOAC, 1994), para formar el producto de hidroxilacion de estas

moléculas en el doble enlace del anillo de difurano, la reaccion se observa en la Figura 3.
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Figura 3.

Reaccién de AFB1 con TFA en solucién acuosa.

OH ¢
TFA:CH3COOH:HO

—_—
65°C/10 min

Los productos de la derivatizacion se observan en la Figura 4, ademas, cabe resaltar que

las AFB2 y AFG2 no reaccionan ante esta sustancia (NotiJenck, 2008).

Figura 4.

AFB2ay AFG2a productos de la derivatizacion.

El siguiente paso después de la derivatizacidn, es el anlisis de las muestras por medio del
HPLC-FD, ajustado previamente con las condiciones cromatograficas que pueden estar basadas

en una norma, un método previamente validado, o un método no normalizado, independientemente
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de la fuente de estas condiciones, es necesario la validacion o verificacion del método analitico

segun corresponda, para ello una serie de factores de desempefio son evaluados.

2.4.1 Verificacion del método.

Se entiende por verificacion de un método, como el proceso para definir un requisito
analitico, y la confirmacion de que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones
requeridas. Inherente a esto esta la necesidad de evaluar el desempefio del método (Eurachem,
2016). Los parametros que permiten al analista tener a futuro la certeza o confianza de obtener
resultados confiables en cromatografia liquida, son: selectividad, linealidad, sensibilidad, limites
de deteccion y cuantificacion, precision y exactitud.

La selectividad, se refiere a la capacidad del método de producir una respuesta representada
por una sefial de manera cuantificable, que puede ser atribuida exclusivamente al analito de interés.
Esta sefial debe ser preferiblemente libre de interferencias y de un orden de magnitud de acuerdo
con las unidades (ng/mL, pg/kg) que se esperan en el analisis (Valls, 2004).

La linealidad es la capacidad de un meétodo para obtener resultados directamente
proporcionales de la concentracion de analito respecto a la sefial dada por el equipo en un rango
definido, se representa con el coeficiente de correlacion (R?), para su determinacion se realiza un
tratamiento matematico de los resultados obtenidos del analito a diferentes concentraciones,
teniendo como resultado la curva de calibracion (Castillo Aguilar & Gonzalez Hernandez, 1996).

La sensibilidad se define como la capacidad de un método de diferenciar minimos cambios
en la concentracion de un analito. Los pardmetros relacionados con la sensibilidad son: el limite

de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ). EI LOD es la cantidad minima de analito
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que puede detectarse en una muestra a partir de la medida de un blanco (Boqué, 2004). EI LOQ se
define como la concentracion méas baja de analito que puede ser cuantificada con exactitud
aceptable, este es un parametro de analisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en

muestras (Rodriguez, 2012). EI LOD y LOQ del método se determinan con los valores de la
desviacion estandar del intercepto (Sb) y la pendiente (a) de la curva de calibracion (3 % y 6%)

(Acosta, 2009).

La precision es la dispersién de las medidas alrededor de su valor promedio cuando es
valorado a partir de una muestra homogénea; tipicamente es expresada mediante la desviacién
estandar (S) y la desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion (CV), estos valores
permiten evaluar la incertidumbre debido a errores sistematicos o aleatorios que produce la
dispersion alrededor del promedio. Existe la precision del sistema y del método, la primera se
obtiene mediante las mediciones del material de referencia certificado y la segunda evalua la
dispersion de varias preparaciones de la muestra final homogénea, teniendo en cuenta todos los
procedimientos tanto de tratamiento de muestra como de cuantificacion (Valls, 2004).

La precision se expresa de tres formas diferentes: la repetibilidad, repetibilidad intermedia
y la reproducibilidad. La repetibilidad muestra la variabilidad en un método cuando es realizado
bajo los mismos factores en un intervalo de tiempo corto; la repetibilidad intermedia se obtiene
cuando se cambian algunos factores (analista, dia de operacion, columna, etc.) en un mismo
laboratorio; por otro lado, la reproducibilidad muestra la variabilidad de una misma muestra, pero
en diferentes laboratorios(U.S Food & DRUG, 1996).

La exactitud expresa la proximidad de un unico resultado a un valor de referencia, segun
la Guia de EURACHEM (2016), la exactitud se deriva en dos componentes, la precision,

mencionado anteriormente y la veracidad, donde la define como la expresién de la proximidad de
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la medida de un niamero infinito de resultados a un valor de referencia, definicion que concuerda
con las guias de la FDA del ICH, para la exactitud. La evaluacién de este parametro puede hacerse
por dos métodos, el absoluto y el relativo. EI método absoluto requiere una muestra que contenga
una cantidad conocida de compuesto, y en el relativo se utiliza un porcentaje de recuperacion (%R)
que consiste en la adicion de concentraciones conocidas de analito a la muestra dentro de un rango
de interés, y proceder a su cuantificacion; esta Ultima es la metodologia més usada debido a que
contar con una muestra de concentracion conocida no es tan factible. (U.S Food & Drug, 2019;
U.S Food & DRUG, 1996)

Los valores deseados en los ensayos de exactitud son del 100%, ya que indicarian que la
presencia de errores es minima 0 que su sumatoria tiende a cero, aunque los valores frecuentes
estan entre el 80 - 110%. En general este parametro mide las pérdidas en la extraccion o el efecto

de diferencias de solubilidad (Valls, 2004).

2.5 Nixtamalizacion.

El origen de este proceso se remonta aproximadamente a la América precolombina,
especificamente a México, antes de la llegada de los espafioles. Se compone de cuatro pasos: la
coccién del maiz en agua alcalinizada con cal apagada, el remojo, el lavado y por dltimo la
molienda para obtener la masa nixtamalizada usada para la elaboracion de diferentes productos
como tamales, tortillas, arepas de maiz pelado, entre otros (Paredes et al., 2009). La
nixtamalizacion puede variar entre el fabricante o el investigador, pero, la mayoria de los autores
coinciden en las condiciones de tiempo, intervalos de temperatura y concentraciones, como se

muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2.

Condiciones del proceso de nixtamalizacion del maiz tipicamente empleadas.

Autores Condiciones

Coccibn: temperatura (T) 70°C, con tiempo (t) 5a 180
minutos. Remojo: 24 horas (h). Concentracion de cal
[Ca(OH)2]: 0,05 — 6,25%, mas usada 1%. Relacion Agua:
grano (1:4)

Coccion: T ebullicion/ t=20 a 45 min. Remojo: 12 a 20h.
[Ca(OH).]: 0,5 -2 % (g cal/kg maiz).

Coccibn: T a 92°C/ t=40 min. Remojo: 24h. [Ca(OH)2]:

Santiago et al. (2018)

Ramirez, Gaytan y Reyes (2019)

Villada et al. (2017) 0,2 — 2 % (g cal/lkg maiz). Relacion de agua:maiz (1:2)
(wiv)
Coccion: T a ebullicion/ t=30 min. Remojo: 12 a 24h.
Amador et al. (2019) [Ca(OH)2]: 1 — 2 % (g callkg maiz). Relacion de

agua:maiz (1:2) (w/v)

Este proceso de coccion alcalina causa cambios fisicos y quimicos en el grano de maiz,
mejorando el valor nutricional del grano, la bioaccesibilidad del calcio y niacina, la digestibilidad
de las proteinas, el aumento en el contenido de almiddn resistente, que es acompafado con un
indice glucémico bajo y la reduccion de micotoxinas, en especial de las aflatoxinas y las
fuminosinas (Schaarschmidt & Fauhl, 2019).

El contenido de aflatoxinas se reduce mediante el proceso de nixtamalizacion, asi como lo
exponen los autores Pérez-Flores et al. (2011) y Anguiano et al.(2005), presentando reducciones
de 58 y 85%, con concentracion final de aflatoxinas de 29,44 y 26 pg/kg
respectivamente(Anguiano et al., 2005; Pérez-Flores et al., 2011), superando el limite maximo
permitido de aflatoxinas; estos datos porcentuales son semejantes con los autores Zavala-Franco
et al. (2020) y Méndez et al. (2004), quienes reportan disminuciones de 98 y 92%, vy
concentraciones finales de AFs de 2,15 y 2 pg/kg respectivamente (J. A. Méndez et al., 2004;

Zavala-Franco et al., 2020).
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Los cambios en el maiz nixtamalizado ocurren principalmente en el pericarpio y el
endospermo. El pericarpio es la capa méas externa del grano, por ende, es el primero en sufrir
alteraciones, uno de estos es la hidrélisis y solubilizacién de sus componentes, donde se da lugar
a dos etapas, una rapida donde ocurre la solubilizacion del almiddn, la pectina y los lipidos y una
lenta donde se hidrolizan y solubilizan los componentes del pericarpio estructural, es decir, la
hidrélisis de los enlaces éster de la estructura celulosa-hemicelulosa-lignina, en otras palabras,
ocurre la degradacién, disolucién o eliminacion parcial de los componentes del pericarpio, lo que
facilita su remocidn en las fases de lavado. Por otro lado, sucede la captacién de calcio en forma
de CaCOs, generando una concentracion de Ca de hasta 4mg/g en el pericarpio. De la misma
manera en el endospermo ocurre la hidratacion, la gelatinizacion y recocido del almidon
almacenado en él. Ademas, da lugar a la absorcion e interaccion calcio-almidon y mejora de los
complejos de amilosa-lipidos (Santiago et al., 2018).

El destino de las aflatoxinas post-nixtamalizacién adn es incierto y dispuesto a
investigacion, los autores Scharaarschmidt y Fauhl (2019) resumen en su articulo diferentes
hipdtesis sobre la finalidad de las micotoxinas, donde mencionan que las aflatoxinas se encuentran
en su mayoria en el pericarpio, por ende, mediante el tratamiento termo-alcalino, esta parte del
maiz y las aflatoxinas se desprenden del grano, un porcentaje de estos residuos queda en el nejayote
0 agua del nixtamal (Schaarschmidt & Fauhl, 2019); otra hipotesis sefiala que las aflatoxinas sufren
la apertura del anillo de lactona, debido al pH basico, lo que genera la no deteccion de las mismas,
esta reaccion se observa en la Figura 5 (Temba et al., 2016). Esta ultima hipotesis seria de alto
cuidado, ya que puede incurrir en una posible unién del anillo, con un tratamiento acido o neutro,
como aquellos que estan presentes en la digestion gastrointestinal (Temba et al., 2016) (J. Méndez

et al., 2004), siendo asi, representaria un riesgo al consumidor.
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Figura 5.

Reaccion de la hipotesis de la apertura del anillo de lactona.

Q 0

2.6 Digestion gastro intestinal.

El proceso de digestion gastro intestinal in vitro, se realiza con el fin de obtener
informacion importante sobre la digestibilidad de alimentos, liberacion de nutrientes,
bioaccesibilidad de micotoxinas, entre otros. El disefio de la simulacion de este proceso se hace de
acuerdo con las necesidades del estudio, realizando una revision previa de los distintos modelos
existentes, seleccionando los fluidos necesarios para cada etapa. Respecto a bioaccesibilidad, se
entiende como la fraccion del compuesto que se libera de los alimentos durante el proceso de
digestién y que potencialmente se transporta a través del epitelio intestinal (Lin et al., 2019)

Diversos investigadores sugieren que el proceso de nixtamalizacion, no es tan efectivo
como se piensa, puesto que los anillos de lactona de las aflatoxinas que se abren durante el
tratamiento termo-alcalino, podrian cerrarse cuando la tortilla se acidifica en el estomago
(Schaarschmidt & Fauhl, 2019), recuperando su forma fluorescente y su correspondiente riesgo a
la salud humana y animal (Martinez et al., 2014).

El primer paso en la degradacidn durante la nixtamalizacién probablemente sea la apertura

del anillo de lactona de la aflatoxina, produciendo una sal soluble en agua que incluye la



EFECTO DEL PH EN LAS AFLATOXINAS DEL MAIZ NIXTAMALIZADO |31

descarboxilacion. La fluorescencia de la aflatoxina, atribuible a la porcién cumarina, desaparece
en los tratamientos alcalinos. Si este tratamiento no es lo suficientemente efectivo, posiblemente
las aflatoxinas no se modifican de manera permanente, y en condiciones acidas este mismo anillo
de lactona puede cerrarse y volver a convertirse a su forma original (J. Méndez et al., 2004).

Anguiano et al. (2005) reporta que la concentracion de aflatoxina B1, no aumenta con el
tratamiento &cido de la muestra nixtamalizada, realizando el tratamiento de acidificacion con acido
clorhidrico concentrado, con el fin de ajustar el pH a 3, el cual es el correspondiente al pH gastrico,
realizando el proceso de extraccién con ayuda de una mezcla de cloroformo con tierra diatomea
(Anguiano et al., 2005), mientras que, para Méndez et al. (2004) la recuperacion de las aflatoxinas
Bl y B2 fue de un 57,2 y 33,9% respectivamente, el ajuste del pH a 3 se realizé con una mezcla
comercial de acido clorhidrico-ftalato de acido potasico y el proceso de extraccion se llevo a cabo
con una mezcla de metanol-agua (J. A. Méndez et al., 2004). Es necesario aclarar que los autores
anteriores presentan resultados a partir de muestras nixtamalizadas, seguidas de pruebas de
simulacidn acida de la digestion gastrica.

Por otro lado, Moctezuma et al., (2015) informa que la regeneracion de aflatoxinas no
necesariamente sucede en medio acido, si no que estas recuperan su actividad a pH neutro, estos
resultados son reportados a partir de muestras previamente nixtamalizadas. Adicionalmente
reporta que la mayor recuperacion de AFB1, en una simulacion de digestion gastrointestinal a
escala de laboratorio, se obtuvo en liquido pancreatico a pH 7,5, mientras que a pH alcalino y acido
no son detectables los cambios en la concentracion de éstas (Moctezuma et al., 2015).

Finalmente, Nogueria, Massarolo, Kupski y Badiale, (2019) determinaron que las
aflatoxinas B1, B2, G1 Y G2 son bioaccesibles en un 58% en muestras de arroz (Nogueira,

Massarolo, Kupski, & Badiale, 2019). Ademas, Massarolo, et al (2020) reportd6 una
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bioaccesibilidad del 63% para AFB1 en muestras de harina de maiz. Massarolo et al., (2020) y
Lin, et al (2019) obtuvieron resultados de 41,5-63,3% de bioaccesibilidad de aflatoxinas totales en

muestras de maiz. (Lin et al., 2019).

3. Metodologia

3.1 Muestras

Las muestras estudiadas en el presente trabajo fueron suministradas por una fabrica
dedicada a la elaboracion de arepa santandereana. El estudio se realizd a partir de tres lotes
diferentes de muestra. Para la verificacion se uso el primer lote nombrado MF-1, mientras que el
andlisis de la nixtamalizacion a diferentes concentraciones de Ca(OH)> se estudié con muestras
del segundo y tercer lote llamados MF-2 y MF-3, de las estas se tomaron sub muestras utilizadas
como blanco (control o muestras control), es decir, sin nixtamalizar, con el propdsito de tener
referencia de la concentracion inicial de AFsy hacer los calculos correspondientes en cada etapa

experimental.

3.2 Verificacién del método analitico

En primera instancia se determinaron los parametros de selectividad, linealidad, precision,

exactitud, sensibilidad, LOD y LOQ para el método analitico de cuantificacion de aflatoxinas en
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maiz, mediante la técnica HPLC-FD, con el fin de tener criterios de confianza del método
empleado, para las condiciones y equipamiento del laboratorio, las diferentes mediciones se
realizaron por triplicado.

La selectividad se determin6 comparando los tiempos de retencién de las sefiales de la
muestra (MF-1) con los de la solucién estandar de aflatoxinas (HPLC- AF de MICOTOX LTDA),
para corroborar la identidad de cada analito. Ademas, se determiné la sefial del blanco con el
objetivo de medir la respuesta del procedimiento analitico a las interferencias existentes en los
reactivos.

La linealidad se evalu6 mediante la relacion de la funcidn de respuesta del equipo con la
concentracion de los estandares certificados de aflatoxinas. Para ello, se adquirio una solucion
estandar que contenia las cuatro aflatoxinas de interés (HPLC-AF de MICOTOX LTDA), con la
cual se prepard un set de 7 soluciones de concentraciones conocidas de 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0;
60,0 y 80,0 ng/mL para AFB1-AFGL1, y concentraciones de 0,75; 1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 18,0 y 24,0
ng/mL para AFB2-AFG2. Con los resultados obtenidos se calculd la ecuacidon de la recta
(Ecuacion 1) y el coeficiente de correlacion (R?) para cada una de las aflatoxinas; solo se aceptaron
valores de coeficientes de correlacion mayores a 0,995 (AGQ, 2017).

La sensibilidad se estableci6 mediante los limites de deteccién (LOD) y cuantificacion
(LOQ) de la curva (Martinez et al., 2015). Se calcularon en base de la regresion lineal de las curvas
de calibracion, utilizando los valores de la Ecuacion 1 de las pendientes (a) y la desviacion

estandar de los interceptos (Sb) de cada una de las aflatoxinas y empleando las siguientes
relaciones: LOD =32y el LOQ= 6" (IDEAM, 2006).

y=ax+b(1)
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Para el caso de la precision se estudio la repetibilidad y la repetibilidad intermedia del
método, esto se realiz6 con muestras de maiz natural (MF-1) el mismo dia para la repetibilidad y
en dias diferentes para la repetibilidad intermedia, la intencion fue observar el grado de
concordancia entre los resultados obtenidos. Los datos se evaluaron mediante un andlisis de
variancia, determinando la desviacion estandar de la repetibilidad (RSDy) y la desviacién estandar
de la repetibilidad intermedia (RSD:i) en porcentaje. Sélo se aceptaron valores de RSD < 22% (U.S
Food & Drug, 2019).

Finalmente, la exactitud del método fue estimada mediante el porcentaje de recuperacion
(ecuacion 2) de cada aflatoxina, este se realizé dopando las muestras naturales con una solucion

de concentracion de 20 ng/mL para la B1-G1 y 6 ng/mL para la B2-G2.

X'-

X
%R = Z2x100 (2)

Donde X': es la cantidad de muestra enriquecida; X: es la cantidad de la muestra no
enriquecida; Xspiked: es la cantidad de aflatoxinas afiadida.
Los valores aceptados de recuperacion se encuentran en el intervalo 70-110%, segun el

reglamento CE N°401/2006 (Comision Europea, 2006).

3.3 Analisis de aflatoxinas

Para la determinacion de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en las muestras de grano de maiz,

maiz nixtamalizado y masa acidificada, se siguio el protocolo descrito por la norma internacional

AOAC 994.08 (AOAC, 1994)
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3.3.1 Extraccion y purificacion.

Se realizd el muestreo mediante cuarteo para tener una muestra de 20 g de maiz, se
trituraron y posteriormente se agregd 50mL de una solucién de acetonitrilo-agua (tipo I)
(CH3CN:H20) 84:16 v/v, se mezclé en una licuadora Oster durante tres minutos, 1 minuto a
velocidad baja y dos minutos a velocidad alta y se filtré por gravedad hasta conseguir 5mL. Con
la ayuda de una pipeta pasteur se recolectaron aproximadamente 3mL del extracto en un tubo de
ensayo, y se empujaron lentamente por una columna de limpieza Micotox M2004 hasta que se

obtuvo cerca de 0,5mL de extracto purificado.

3.3.2 Derivatizacion.

Para aumentar la intensidad de la fluorescencia de las AFB1 y AFG1, se realiz0 una
derivatizacion con acido trifluoroacetico (TFA) de la siguiente manera: se tomarén 200uL del
extracto purificado en un vial &mbar, seguidamente se adicionaron 700uL de una solucién de
TFA:4cido acético glacial:H2O en proporciones de 2:1:7 v/vlv, se agitd en un vortex por 30

segundos y se llevé a un temperatura de 65°C por 10 minutos.

3.3.3 Anélisis por HPLC.

Para el andlisis se utiliz6 un equipo ultimate 3000 de Thermoscientific HPLC con detector

de fluorescencia Dionex Ultimate 3000 RS Fluorescence Detector y la columna C-18 Teknokroma

mediterranea seal8 5um TR-010006. Las condiciones cromatogréaficas utilizadas correspondieron
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a un flujo de ImL/min, una fase movil isocratica de H20:CH3CN:MeOH en relaciones de 66:25:9
respectivamente, inyeccion de 50pL de muestra y una temperatura de columna de 50 °C. Las
longitudes de onda de excitacion y emisién para el detector fueron de 365 y 455 nm

respectivamente.

3.4 Nixtamalizacion

Se realizaron cuatro nixtamalizaciones a diferentes concentraciones de Ca(OH). que
variaron de 0,5% hasta 2% (w/w), con aumentos progresivos de 0,5. Este incremento se fijé
después de una revision bibliografica, donde se muestra que las concentraciones mas empleadas
para este procedimiento varian de 0,5 hasta 2%, siendo el 1% la concentracion méas usada (Santiago
et al., 2018) (Villada et al., 2017) (Amador et al., 2019). Cada una de las nixtamalizaciones se
realizé por duplicado.

El proceso de nixtamalizacion se llevé a cabo mediante la modificacion del método
presentado por Anguiano et al. (2005), donde se tomaron 50 g de grano de maiz y se depositaron
en un recipiente de aproximadamente de 500mL, posteriormente se adiciond la cantidad
correspondiente de Ca(OH). y se agregaron 200mL de agua. Esta mezcla se llevo a punto de
ebullicion durante 50 minutos y luego se dejo en reposo durante 17 horas. Finalmente, el maiz se
lavé tres veces con agua limpia y una vez completado el lavado, las muestras se molieron con 5mL
de agua, con el fin de conseguir una masa suave a la que se le realizé la cuantificacion de la
concentracion de aflatoxinas.

Los lotes de muestra para el analisis de las diferentes variaciones de Ca(OH), fueron MF-

2 y MF-3, de cada uno de los lotes se tom6 una submuestra control (MF-2C y MF-3C) y se
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determind la concentracion de aflatoxinas presentes en el maiz sin nixtamalizar, con el fin de
observar las diferencias entre el maiz sometido a nixtamalizacion y el usado como muestra control.
Esta diferencia se representd mediante el calculo del porcentaje de reduccion de las aflatoxinas

detectadas (Ecuacion 3).

[AFs control]—[AFs nixtamalizada
[AFs control]

% Reducciéon de AFs = 14100 (3)

Se recolectdé 20mL del agua de descarte (nejayote) del proceso de nixtamalizado a 1,0% de
cal de MF-2, dado que este fue el proceso mas efectivo, posteriormente se filtro, purificé y se
analizo la concentracion de las aflatoxinas presentes en este, para determinar la cantidad de AFs
que podria contener esta matriz, expresada en porcentaje de AFs respecto a la muestra control
(MF-2C) (Ecuacion 4).

[AFs nejayote]
[ AFs control]

% AFs ennejayote = * 100 (4)

3.5 Digestion gastro-intestinal in vitro.

Esta simulacién se le practicé a las muestras provenientes de la nixtamalizacion de 1% de
Ca(OH). de MF-2.

Minekus et al. (2014), describe un método estandarizado de digestion in-vitro estatica
adecuado para alimentos como un consenso internacional, donde el proceso gastro-intestinal es
simulado en tres partes importantes: boca, estomago e intestino (Minekus et al., 2014), ademas los
autores Moctezuma et al. (2015), Saladino (2017) y Nogueira et al. (2019) muestran la simulacion
de una digestion gastro-intestinal para observar la bioaccesibilidad de las aflatoxinas en diferentes

matrices (Saladino et al., 2018) (Moctezuma et al., 2015) (Nogueira et al., 2019).
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3.5.1 Preparacion de las soluciones estandar.

Para la digestion gastro-intestinal in vitro, se prepararon soluciones estandar electroliticas

simuladas de fluidos gastricos y pancreéticos. Estas se prepararon de la siguiente manera:

Tabla 3.

Composicidn de las soluciones utilizadas para las digestiones.

Concentracion en solucién de  Concentracion en solucion de

Compuestos fluido géstrico (SFG), MM fluido intestinal (SFT), mM

pH 3 pH7

KCl 6,9 6.8

KH2PO4 0,9 0.8

NaHCOs3 25 85

NaCl 47,2 38,4

MgClz(H20)e 0,1 0,33

(NH4).CO3 0,5 -

Para ajustar y mantener el pH de las soluciones como fluidos de las digestiones se utilizd

NaOH 1 M y HCI 6 M.

3.5.2 Digestion gastrica in vitro (DG).

Se pesaron aproximadamente 5 g de masa de maiz nixtamalizado, y se mezclé con 7,5mL
de SFG, seguidamente se adiciond 1,6mL de solucion de pepsina porcina de 25000 U/mL (disolver
la pepsina con SFG), 5uL de CaCl 0,3 M, 0,2mL de HCI 1 M para llegar a pH 3 y 695uL de agua;

se realizo la digestion durante 2 horas. Todo este procedimiento se ejecuté a 37°C.
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Se tomaron 4 g de muestra y se centrifugaron a velocidad 2500 rpm por 5 minutos, se
aplico el proceso de andlisis de aflatoxinas desde la etapa de purificacion, descrito seccién 3.3.1

Este analisis se realizd dos veces con el fin de obtener una muestra para observar los
resultados de la fase de digestion gastrica individual y otra para la simulacién de la digestion

gastro-intestinal completa.

3.5.3 Digestion intestinal in vitro (DGI).

Se mezclé el bolo gastrico proveniente del paso anterior con 11mL de SFI, y se adicion0
5mL de solucion de pancreatina de 800 U/mL (disolver la pancreatina con SFI), 2,5mL de bilis,
40uL de CaCl> 0,3 M, 0,15mL de NaOH 1 M, para llegar a pH 7 y 1,31mL de agua; seguidamente
se realizd la digestion durante 2 horas. Este procedimiento de ejecuto a 37 °C y manteniendo el
valor de pH 7.

Se tomaron 4 g de muestra y se efectud la determinacion de aflatoxinas, como se describio

en la digestion gastrica individual.

3.5.4 Recuperacion de la forma detectable de las aflatoxinas.

Con los datos que aportaron las simulaciones de las digestiones, se analizé si la
concentracion de AFs aument6 respecto a lo previamente reducido en el tratamiento termo-alcalino
(nixtamalizacidn) y se representd en porcentaje de recuperacion de concentracion de AFs usando

la ecuacién 5.

AFs Digestion]—[AFs Nixtamalizado
[AFs Control]

% recuperacion =
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3.5.5 Bioaccesibilidad.

Se determind la concentracion de aflatoxinas bioaccesibles utilizando las ecuaciones
obtenidas de las curvas de la calibracion. Con el fin de mejorar el anélisis y la comparacion de los
resultados, se calcularon los porcentajes de bioaccesibilidad respecto la materia prima (control)
(Ecuacion 6).

AFs Digestion]

%bioaccesibilidad=[[AFSconml] 100  (6)

A continuacién, se muestra un diagrama que resume la metodologia usada para el analisis
de la influencia del pH sobre la concentracion de aflatoxinas y la bioaccesibilidad de las mismas

(Figura 6).

Figura 6.
Resumen de la metodologia utilizada para el andlisis de la influencia del pH en la concentracién

de aflatoxinas.

Grano de maiz (materia
prima) MF-2 y MF-3

Nixtamalizacion /\ Control de [AFs] en materia

(MF-2 v MF-3) prima (MF-2C y MF-3C)
Variacion de
[Ca(OHfz] (%)

[ 1
05 — 10 — L5

Extraccion con CH3CN:H20
(84:16) (v/v)

2 _
2,0

4

Nejayote de 1,0%
de cal (MF-2)

— —  Determinacion de [AFs] HPLC-FD

Simulacion gastrica y
gastro-intestinal

* Centrifugacion 2500 rpm (8 min)
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Hay que sefialar, que el porcentaje de concentracion de AFs respecto al control calculado
para el nejayote (Ecuacion 4) de la muestra de 1,0% de Ca(OH)2, se evalu6 asimismo para la masa
nixtamalizada y la acidifica en las simulaciones de las digestiones gastricas y gastro-intestinales,
para el posterior andlisis del posible destino de las aflatoxinas durante estos tratamiento de cambios

de pH.

3.6 Tratamiento de datos.

Para el analisis estadistico de los datos se realizo un ANOVA de un factor para el triplicado
de las curvas de calibracion de cada aflatoxina, con el fin de garantizar que no habia diferencias
significativas entre ellas y poder usar el promedio de estas. Ademas, se calculé un t student entre
las muestras del grano de maiz (control) con maiz nixtamalizado con el fin de observar si existian

diferencias significativas en la concentracion de aflatoxinas antes y después de este proceso.

4. Resultados y discusion

4.1 Verificacion del método analitico

El método seguido en este trabajo (AOAC 994.08) se verificd mediante los parametros de
selectividad, linealidad, LOD, LOQ, precision y exactitud, con los que se confirmé la capacidad

del laboratorio para aplicar el método (Eurachem, 2016).
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La selectividad del método se determind comparando los tiempos de retencion de elucion
de cada una de las aflatoxinas entre la solucion estandar y las muestras (Martinez et al., 2015;
Valls, 2004). En la Figura 7 se aprecia que los picos de las muestras coinciden con los de la
solucion estdndar en cuanto a tiempos de retencion y resolucion de éstos, lo que permite atribuir
las sefiales a los analitos de interés. Ademas, la sefial del blanco se caracteriza por la ausencia de

interferencias.

Figura 7.
Cromatogramas del material de referencia certificado (MRC), muestra natural (MF-1) y blanco

(BK). Tiempos de retencion (min), G1 (5,99), B1(7,36), G2(11,91) y B2(15,89).
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Los resultados de los parametros de linealidad, sensibilidad, precisién y exactitud para cada

aflatoxina analizada (B1, B2, G1 y G2) se resumen en la Tabla 4, estos parametros se calcularon
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usando el patron preparado con el estandar de micotoxinas HPLC-AF de MICOTOX LTDA

(Figura 7).

Tabla 4.

Resultados de verificacion del método.

Aflatoxina Linealidad Curva F experimental
R? LOD LOQ
(ng/mL) (ng/mL)
AFB1 0,9979 0,51 1,56 0,002815
AFB2 0,9979 0,058 0,17 0,001273
AFG1 0,9981 0,22 0,67 0,002223
AFG2 0,9982 0,080 0,24 0,0007150

Con el fin de confirmar la concordancia de los datos de cada curva y asi poder asegurar el
uso de una curva promedio, se realiz6 un ANOVA de un factor a las areas de cada curva, para
observar si el F experimental era menor al valor de F de criterio (3,5545), parametro que se cumplié
para todas las aflatoxinas tal y como puede observarse en la Tabla 4; confirmandose asi que los
valores promedio, para las pendientes e interceptos de cada una de las aflatoxinas no son diferentes
significativamente de los valores individuales obtenidos durante las repeticiones efectuadas.

A partir de las curvas de calibracion de cada una de las aflatoxinas analizadas (Figura 8 y
9) se calcularon las ecuaciones lineales correspondientes y su respectivo coeficiente de correlacion
(R?), los valores de este coeficiente fueron superiores a 0,995, demostrando la linealidad del

método (AGQ, 2017)
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Figura 8.

Curvas de calibracion de las aflatoxinas G1y B1.
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Figura 9.
Curvas de calibracién de las aflatoxinas G2y B2.
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La sensibilidad se estableci6 mediante los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion

(LOQ) de las curvas (Martinez et al., 2015).
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Los LOD y LOQ se hallaron usando el valor de la desviacion estandar de los interceptos y
los promedios de las pendientes de cada una de las curvas; los valores de LOD y LOQ obtenidos
para todas las aflatoxinas (B1, B2, G1 y G2) fueron inferiores a 0,51 y 1,56 ng/mL (Tabla 4)
respectivamente; por lo tanto, el método verificado es capaz de determinar este tipo de analitos en
dicha matriz. Estos datos son similares a los reportados por Martinez-Miranda (2013) quienes

encontraron que el limite de deteccion para la AFB1 es 0,1 ng/mL.

Tabla 5.

Resultados de precision y exactitud.

Aflatoxina Precision Exactitud
Repetibilidad Repetibilidad .
%RSD intermedia %0RSD ¥ Recuperacion
AFB1 1,64 11,26 110,90+4,17
AFB2 0,79 11,44 91,30+3,02
AFG1 n.d* n.d* n.d*
AFG2 8,36 5,93 77,22+3,27

Nota. * Aflatoxina no detectada en las muestras de grano de maiz natural.

La precision del método (Tabla 5) se estimd con la repetibilidad y repetibilidad intermedia
de cada aflatoxina, los valores de desviacidn estandar relativa (RSD) obtenidos fueron menores a
22%, como lo estipula la guia de pautas para la validacion de métodos quimicos en alimentos,
piensos, cosméticos y productos veterinarios, para la concentracion de 10-100ug/kg, esto
demuestra una alta precision del método(U.S Food & Drug, 2019).

De acuerdo con el reglamento CE 401/2006, se establece que los porcentajes de
recuperacion oscilan entre los rangos de 70-110% para enriquecimientos entre 1-10 ng/mL y 80-

110% para aquellos superiores a 10 ng/mL (Comision Europea, 2006). Los resultados calculados
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en este trabajo (Tabla 5) estan en el mismo orden de magnitud de los valores anteriormente

mencionados, lo que muestra una exactitud aceptable.

4.2 Nixtamalizacion.

En la Tabla 6 se muestran las concentraciones de AFs presentes en las muestras control
MF-2C y MF-3C. Ademas, se muestra la concentracién de aflatoxinas totales que corresponde a
la suma de las aflatoxinas (B1+B2+G1+G2). En las muestras usadas en el presente trabajo solo
fueron detectadas las AFB1 y AFG1; lo cual no debe de sorprender puesto que no necesariamente
se encuentran todas las AFs en cada una de las muestras (Martinez et al., 2015; Venegas et al.,

2014).

Tabla 6.

Concentraciones de aflatoxinas en maiz sin nixtamalizar, muestras control (MF-2C y MF-3C).

Aflatoxina MF-2C [ug/kg] MF-3C [pa/kg]
AFB1 50,02+0,12 5,24+0,28
AFB2 n.d* n.d*
AFG1 54,75+0,26 15,37+0,16
AFG2 n.d* n.d*

AF total 104,77+0,38 20,61+0,44

Nota. *Aflatoxinas no detectadas en la MF-2C y MF-3C.

En la Figura 10 se muestran los porcentajes de reduccion (%R) de las aflatoxinas
detectadas en las muestras analizadas (MF-2 y MF-3) sometidas a cada uno de los tratamientos de
nixtamalizacion a las cuatro diferentes concentraciones de Ca(OH)2(0,5; 1,0; 1,5y 2,0 %) respecto

a las muestras control (MF-2C y MF-3C). Los datos presentados para todas las muestras
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nixtamalizadas a 1,0, 1,5 y 2,0% se representan por medio de desigualdades (>), ya que, la
concentracion de éstas se encontraba por debajo del limite de deteccion del método analitico y se

usaron estos valores para hacer un calculo aproximado.

Figura 10.
Porcentajes de reduccion (%R) de las aflatoxinas B1 y G1 calculados para la nixtamalizacion a

diferentes concentraciones de cal. (50 min de ebullicion y 17 horas de remojo). (A) Muestra MF-

2 (B) Muestra MF-3.
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Nota. Los porcentajes de la muestras nixtamalizadas a 1,0, 1,5y 2,0% de Ca(OH)2 corresponden

a desigualdades (>).
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Al aplicar el proceso de nixtamalizacion, las muestras MF-2 presentaron reducciones
(Figura 10A) de 88 — 89% para 0,5% Y para los otros procesos valores de %R > 97% para la AFB1
y AFG1, en cuanto a las muestras MF-3 estos porcentajes (Figura 10B) oscilaron de 70 — 80 %
para 0,5% y %R > 75% hasta %R > 96% para los tratamientos a 1,0, 1,5 y 2,0 %, para las
aflatoxinas presentes (B1 y G1). Las reducciones para la AFB1 y AFG1 indican una efectividad
del tratamiento termo-alcalino. Los resultados de este trabajo son similares a los reportados por
los autores Ulloa-Sosa et al (1969), con valores de reduccion del 65%, Arriola et al (1988) con
reducciones del 93% para AFB1 y 98% para AFGL1 a 1,87% de cal, resultados que son resumidos
en “Mycotoxins during the processes of nixtamalization and tortilla production” (Schaarschmidt
& Fauhl, 2019). Asi mismo, Mendez-Alborez, et al (2004) presentaron una reduccion de
aflatoxinas de 93% utilizando una concentracion de Ca(OH). de 3% (J. Méndez et al., 2004);
mientras que Anguiano et al (2005) presentaron una reduccion de 93 a 96% para AFB1 a 1,0% de
Ca(OH). (Anguiano et al., 2005).

Con base en los resultados obtenidos del porcentaje de reduccion para AFB1 y AFG1 se
concluyo que el proceso a 1,0 % de Ca(OH):2 era suficiente para obtener reducciones mayores al
90%; ademas, valores superiores al 1,0 % de Ca(OH)2 no representan mayores aumentos en el
porcentaje de reduccion. Igualmente, se constatd que el valor seleccionado coincide o es el mas
comun en la cocina tradicional e industrial tal como lo expresa Santiago et al., 2018. Por lo anterior,
el analisis del posible destino de las aflatoxinas, hacia el nejayote y la simulacién de la digestion
gastro-intestinal se les realizd a las muestras nixtamalizadas a concentracion de Ca(OH)2 de 1,0%.
Estos andlisis se hicieron a las muestras nixtamalizadas MF-2, puesto que, la concentracion inicial
(MF-2C) de AFs totales en estas, mostradas en la Tabla 6, superaba el limite permitido (20ug/kg)

por la NTC 3581 (2006).
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Con los datos de la Tabla 7 de las muestras MF-2C y MF-2 a 1,0% de cal, respectivamente,
se realiz6 una prueba t-student con el fin de demostrar que el contenido de AFs totales antes y
después del proceso de nixtamalizacion fueran significativamente diferentes. El valor P obtenido
fue de 0,001675, el cual es menor al valor critico 0,05; por lo tanto, se demostro que los valores
obtenidos fueron estadisticamente diferentes y, consecuentemente, el proceso de nixtamalizacion
redujo el contenido de AFs totales. Es importante resaltar que la concentracion de aflatoxinas
totales post-nixtamalizacion no superé el limite permitido (20pug/kg) de la NTC 3581 (2006), lo
que indicaria que este proceso podria conducir a reducir los riesgos para la salud asociados con el

consumo de masas de maiz contaminadas con aflatoxinas.

Tabla 7.
Concentraciones de AFs en la muestra control inicial (MF-2C) y final despues del proceso de

nixtamalizacion (MF-2) a 1,0% Ca(OH)a.

Aflatoxina MF-2C [pg/kg] MF-2 [ug/kg]
AFB1 50,02 <1,27*
AFG1 54,75 <0,55*

AF total 104,77 <1,82*

Nota. *AFs con concentraciones inferiores al LOD.

4.3 Analisis del contenido de aflatoxinas post-nixtamalizacidn en las etapas del nejayote y las

simulaciones digestivas.

La Tabla 8 muestra los porcentajes de aflatoxinas presentes en la nixtamalizacion y los
posibles destinos de las aflatoxinas reducidas por el proceso anterior, como el nejayote y la masa

acidificada mediante simulacion de la digestion gastrica (DG) y gastro intestinal (DGI). Hay tener
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en cuenta que los resultados de DG y DGI no son aditivos, ya que, la DG es solo una parte del

proceso, mientras que los resultados de la DGI corresponden al proceso global.

Tabla 8.
Porcentaje de aflatoxinas presentes en cada etapa del proceso de 1,0% de Ca(OH): respecto a

la muestra control (MF-2C).

Aflatoxina Nixtamalizacion (%) Nejayote (%) DG (%) DGl (%)
AFB1 <2,54 * 19,42 <7,71** <7,71**
AFG1 <1,01* 28,30 33,24 40,71

Nota. *AFs con concentraciones inferiores al LOD. ** AFs con concentraciones inferiores al LOQ.

Uno de los destinos de las aflatoxinas post-nixtamalizacion es el nejayote (agua del
nixtamal); las concentraciones de AFB1 y AFGL1 presentes en el nejayote fueron de 9,92+0,16 y
15,82+0,42 pg/kg respectivamente, lo que corresponde a 19,42 y 28,30% del valor inicial presente
en la masa de maiz antes del proceso; esto ocurre debido a que el pH alcalino y la coccion a la que
se somete el maiz remueve parcial o totalmente el germen y pericarpio de éste, partes donde se
encuentra una importante porcion de las aflatoxinas (Schaarschmidt & Fauhl, 2019) (Torres et al.,
2001). Sin embargo, el porcentaje de AFs en el nejayote y en la masa de maiz post-nixmatalizacion
no superan el 21,96 y y el 29,31% para la AFB1 y AFGL1, respectivamente, lo que sugiere que el
78,04% de AFB1 y 70,96% de AFGL1 restante se podria encontrar en una forma no fluorescente tal
y como lo sugiere Schaarschmidt et. al. (2019). Con base en esta suposicidn es posible que durante
los procesos de digestion exista una recuperacion de la forma detectable (fluorescencia) de las AFs
gue se encuentran presentes en la masa de maiz nixtamalizada. Por lo tanto, se procedio a
determinar las concentraciones de AFs después de los procesos de digestion gastrica (DG) y

gastrointestinal (DGI) evidenciandose que durante estos procesos la concentracion de las AFs



EFECTO DEL PH EN LAS AFLATOXINAS DEL MAIZ NIXTAMALIZADO |51

aumento6 significativamente con respecto a la muestra nixtamalizada (Tabla 7), alcanzando
concentraciones de 3,85 y 18,20 pg/kg para AFB1 y AFGL respectivamente para la DG, y
concentraciones de 3,85 pg/kg de AFBl y 22,29 ng/kg de AFGLl para la DGI, estas
concentraciones fueron usadas para el célculo de los porcentajes de AFs respecto a la muestra
control visualizados en la Tabla 8. Este incremento se debe a los cambios de pH e interacciones
enzimaticas a las que fueron sometidas las muestras de maiz nixtamalizadas, dado que uno de los
posibles mecanismos de reduccion de concentracion de AFs en la nixtamalizacién en maiz, es la
apertura del anillo de lactona de la cumarina, lo que ocasiona la pérdida de su fluorescencia y por
ende la capacidad de ser detectadas (Temba et al., 2016).

Con el fin de conocer la cantidad de aflatoxinas recuperadas en los procesos de DG y DGI
aplicados a las muestras nixtamalizadas, se determino el porcentaje de recuperacion de la forma

detectable de cada una de las aflatoxinas presentes y se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9.
Porcentaje de recuperacion (%r) de la forma detectable de las aflatoxinas en muestras

nixtamalizadas sometidas a una simulacion DG y DGI.

Aflatoxina DG (%or) DGI (%or)
AFB1 <5,16* <5,16*
AFG1 32,24 39,71

Nota. * AFs con concentraciones inferiores al LOQ y LOD en la digestion y nixtamalizacion,

respectivamente.

Los resultados de la recuperacion de la forma detectable de aflatoxinas en la DG (Tabla 9)
se compararon a los reportados por Schaarschmidt et al, (2019), quien resume los resultados de

Price & Jorgensen (1985), estos autores encontraron que a pH estomacal, similar al utilizado en la
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DG de este trabajo, los valores oscilan en una recuperacion de 10-28%, datos que estarian cercanos
a los obtenidos en esta investigacion (Schaarschmidt & Fauhl, 2019). Por otro lado los resultados
de DGI (Tabla 9) se cotejaron a los presentados por los autores Moctezuma, et al (2015) reportan
recuperaciones durante el proceso de DGI de 60-76% para AFB1 en un producto més elaborado
como las tortillas de maiz, discrepan con los resultados de este trabajo posiblemente porque
utilizaron una concentracién del 0,04% de Ca(OH). en la nixtamalizacion (Moctezuma et al.,
2015). A pesar de la disparidad de los resultados en diferentes investigaciones, existe un punto en
comlin y es que la recuperacion de la forma detectable de las aflatoxinas de muestras
nixtamalizadas en medio acido esta presente, y podria representar un riesgo a la salud si consigue

superar la concentracion del maximo permitido (20pg/kg) por la NTC 3581 (2006).

4.4 Bioaccesibilidad

La simulacion de la DGI permitié determinar el contenido de aflatoxinas, que podria
liberarse, de la matriz de la masa de maiz en el intestino delgado y disponible para su posible
absorcion, estos resultados son presentados en la tabla 10 en forma de porcentaje de

bioaccesibilidad de las AFs.

Tabla 10.

Porcentajes de bioaccesibilidad de las aflatoxinas detectadas en las muestras tratadas a 1,0 %

de Ca(OH)2.
Aflatoxina % de bioaccesibilidad
AFB1 <7,71*
AFG1 40,71

Nota. * AFs con concentraciones inferiores al LOQ.
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Como se observa en la tabla 10 estos porcentajes oscilan en un rango de 7 — 41 % lo que
indica una alta bioaccesibilidad de estas moléculas en el cuerpo, especialmente para la AFG1. Para
autores como Kabak y Ozbey (2012) la bioaccesibilidad de las aflatoxinas es >80%; sin embargo,
hay que considerar que estos pueden variar debido al tratamiento previo de las muestras, en este
caso la nixtamalizacion, tal como lo muestran los autores Massarolo et al (2020) con una
bioaccesibilidad promedio del 63% con respecto a la materia prima después de realizar un
tratamiento hidrotermal, caso similar para Lin, et al (2019) quienes resuelven un rango de 41,5-
63,3% de bioaccesibilidad de las aflatoxinas en maiz tras un tratamiento de coccion (Kabak &
Ozbey, 2012)(Massarolo et al., 2020)(Lin et al., 2019). Esta bioaccesibilidad podria representar
un riesgo si las concentraciones de AFs que se encuentran en la matriz superan los limites

permitidos, por lo que se precisa mas investigacion.

5. Conclusién

El método verificado para la deteccidn y cuantificacion de las aflatoxinas B1, B2, G1y G2
en matriz de maiz, presenté valores satisfactorios de selectividad, linealidad, sensibilidad, LOD y
LOQ); asi como valores dentro de los criterios de aceptacion de los %RSD de repetibilidad y
repetibilidad intermedia para la precision y recuperaciones mayores al 70% para la exactitud. Por
lo anterior, el método es aplicable para la determinacién de las aflatoxinas en muestras de maiz

natural, nixtamalizado y sometido a la simulacion gastro-intestinal.
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En cuanto a la nixtamalizacion, se evidenci6 una alta reduccion en la concentracion de
aflatoxinas totales a diferentes concentraciones de Ca(OH)», lo que demostro la efectividad del
proceso y la influencia del aumento del pH en el mensurando de interés, obteniendo
concentraciones menores al limite detectable; sin embargo, la acidificacién de las muestras
mediante la simulacién digestiva recuperd entre 32-39% de la concentracion previamente
reducida, excediendo la concentracién limite legal vigente de aflatoxinas totales en maiz.

Finalmente, se alcanzd un porcentaje de 40,71% de bioaccesibilidad de las aflatoxinas
presentes en las muestras de masa de maiz acidificada, lo que podria representar un riesgo a la
salud de los consumidores de esta materia prima y sus derivados, como la tradicional arepa de

maiz pelado de Santander.

6. Recomendaciones

Es importante seguir con las investigaciones a nivel regional y nacional sobre el contenido
de aflatoxinas presente en la matriz de maiz amarillo y sus derivados debido al posible riesgo a la
salud de los consumidores. Ademas, se recomienda estudiar si el contenido de Ca(OH). usado en
la nixtamalizacion influye en el aumento de la concentracion de aflatoxinas cuando se acidifica la
masa de maiz, por altimo, se sugiere investigar el contenido de aflatoxinas y la influencia del pH

sobre estas en otros tipos de maiz
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