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RESUMEN

La contaminacidn del mafz por hongos tanto en el campo
como en el almacenamiento, hace que los derivados de dicho

cereal para consumo humano y animal contengan micotoxinas «

Estas toxinas son metabolitos secundarios producidos por
hongos del género Fusarium spp. Estas micotoxinas resisten
temperaturas hasta de 170 °C sin presentar alteraciones, de

manera que al cocer los alimentos no se destruyen totalmente.

Se han reportado graves daffos en los animales que se
alimentan con material contaminado, que van desde diarreas

simples hasta protrusiones vaginales y 1a muerte.

El estudio del problema se enfoco a la zearalenona que
es una lactona del {cido resorcflico provocando un efecto
estrogénico en hembras de cerdo, produce quistes oviricos,

protrusién vaginal y del recto, hemorragias internas vy
esterilidad en los machos.
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For otro lado es importante estudiar los métodos para
poder determinar el mds recomendable para 1a deteccidn Yy
cuantificacidn de dichas toxinas. En este estudio se hace una
comparacidn con tres métodos de extraccidn, tomando en cuenta
factores importantes para realizarlos como son indice minimo
de recuperacion de la toxina, tiempo gue se lleva en realizar
cada método, riesgo para manejar cada técnica, asf como
determinar el costo de cada método .

Con objeto de estudiar el estado en que se encuentran
las tortillas en el Distrito Federal, se analizaron las
diferentes delegaciones del Distrito federal, para poder
determinar cual de ellas era 1a més representativa,
escvogiendo la delegacién Cuauhtémoc.



INTRODUCC ION

Al ser México uno de 1los paises donde se
’ '4 .
consume mas mailz s Ya sea en grano, tortilla,

tamales, atoles, harinas y g¢golosinas, es de vital
importancia analizar las condiciones en que se

encuentra dicho cereal.

Existen varios factores que pueden afectar 1a
calidad de los granos> almacenados: el contenido de
humedad, la temperatura; el tiempo de almacenamiento,
la actividad de insectos vy ﬁcarns, el material
extraffo y la presencia de hongos. Este dAltimo
origina cambios en el grano que disminuyen la calidad
del misnho, debide generalpente a la reduccidn del
poder germinativo, al emnegrecimiento parcial o total
de 1os granos, al calentamiento, a cambios
binqufmicms, a la pérdida de peso y a la produccidén

de micotoxinas ( Christensen vy Lopez, 1962).

Los hongos de los géneros Aspercillus, Fusarium.

FPenicillium, Alternaria, entre otros, atacan los

cultivos tanto en el campo, como en el almacén Yy
producen torinas 1lamadas micotorinas, que son
metabolitos secundarios de 1pos hongos, las cuales
tienen efectos tdxicos agudos o crénicos ( Mirocha et
al.,1980) .

En 182, Micchener reporté una enfermedad en

caballos, sugiriendo que era provocada por €1 consumo



de alimento contaminado por hongos, pero no se le dio

importancia.

En 1934 en Illinois, E.U., encontraron 5 000
caballos muertos, por la que l1lamaron “enfermedad del
maiz mohoso" (Graham, 1936). Sippel y colaboradores
en 1953 reportaron el envenenamiento de 1 000 cerdos
en la regiéﬁ zuboccidental de Estados Unidos y en el
affo de 1953 una mortalidad de 535 cerdos, en la misma
regidn.

Burnside et al., en 1957, publicaron los
resultados de una investigacién en la cual aislaron
trece cepas de hongos de wun tipo de grano que se
sospechaba t&xicos de dichas cepas nueve fueron

Aspergillus flavus vy una Fenicillium rubrum. Las

cepas fueron cultivadas por separado en mafz hémedo
esterilizado en autoclave, y se dieron a cerdos, los
cuales murieron en pocos dfas, debido a la accidn de

micotoxinas.

En 1960, en Inglaterra, 100 000 pavos murieron
por causas desconocidas. Posteriormente se encontrd
que wuna toxina producida por A. flavus era 1la
responsable de dichas muertes (Christensen y Lépez,
1962).

El problema de las micotoxinas puede ser mayor
an pafses o regiones donde 10s granos son almacenados

con alta humedad, lo que permite la invasién por
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hongos productores de toxinas (Christensen vy
Kaufmarnn, 1969) . Los alimentos contaminados con
micotoxinas usados para animales constituyen un

problema importante para las explotaciones pecuarias

debido al efecto téxico de estos compuestos en los

organismos animales y al empobrecimiento nutricional

de los alimentos contaminados {Rosiles vy Peéerez,
1981) .

El problema de las micotoxinas en alimentos
para animales como ganado bovino, porcino, caprino y
avfcola se debe a un mal almacenamiento de los
mismos, en lugares hfinedos o© mal acondicionades.
Cuando los alimentos y forrajes estdn mal ensilados,
es decit, con un llenade o prensado deficiente,
crecen los hongos vy se presenta la contaminacién
con micotoxinas (Rosiles y Pérez, 1981).

ZEARALENDONA

La zearalenona o toxina F-2 es un metabolito

producido por diferentes especies del género
Fusarium.
Las especies de Fusarium [=1uls] comunes vy

abundantes en la naturaleza, presenténdnse en forma
de saprobios , esto es, nutridndose de materia
orgdnica en descomposicién, o© bien de vegetacifn

deteriorada de todas clases, causando dafNos en las



FIGURA ¢ .

{TOMRDD DE MIRDCHA, 1883 ).

Zearalencl

Zearslenona
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plantas como sons marchitamiento. plagas y pudricidén
(Mirocha y Christensen, 1983).

La palabra =zearalenona deriva en parte de 1a

planta hospedera zea = mafz, y en parte de su
estructura quimica:s ral = l actona del Lcido
resorcflico, en = doble ligadura, y ona = cetona, y

como su nombre 1o indica es una lactona del Acido
resorcflico cuya férmula se presenta en la figura 1
(Mirocha vy Christensen, 1983).

Existen otros productos metabdlicos relacionados

con esta micotoxina entre ellas tenemos: =< y
A zearalenol (Hagler gt al.,1979), o, Y ﬁ, -8*
hidrotizearalenona, la S formilzearalenona y 1la
7 ‘~dehidrozearalenona (Eolliger Yy Tamm, 1972 «

6", € ~-dihidrorizearalenona (Steele et al., 1976), Y
A-3hidroxizearalenona (Fahtre et al., 1980) vy 4°¢

S*~dihidrosizearalenona (Robison gt al.,1979), cuyas

féraulas se presentan en la figura 1.

La zearalienone se reportd »p0r primera vez en
1927, cuandc les granjeros del Medio Oeste
de Estados Unidos encontraron hiperestrogenismo en
cerdes ¥ lo asociarcn  al mafz atacado por Fusarium
(Miroche e al., 1971), pero no fue hasta 1965 en que
Urry v colaboradores reportaron que la causa del

hiperestrogenismo era la zearalenona.

Este toxire ha sido enceontrada en mafiz, trigo,

SOrgo, cebada, avena, ger-men de trigo vy otros



cerepales a concentraciones entre 0.1 y 2.9C% mgs/kg =
ppm (Mirocha et al., 1974, 1976, 1977).

La f&6rmula concentrada de 1la zearalenona es
C,BHZIDS, su peso molecular es de 318 mol/gr, su
punto de ebulliciédn es de 164—-1&£5°C; esta toxina es
un compuesto fendlico con fluoresencia azul-verde
(360 nm) cuando es iluminado con luz ultravioletag
sin embargo, la fluorescencia es m&és intensa con
ondas cortas (260 nm) (Guillespie y Schenk, 1977).

Esta toxima ha podido ser aislada, tanto del
mafz esterilizado en autoclave, como de alimento
peleteado, lo que indica que es un producto

termoestable (Rosiles y L&pez, 1977).

El periocdo de incubaci&n para la produccidn de
la zearalenona es de ) a 10 semanas. A una
temperatura de 28°C, se produjo la m&s alta actividad
estrogénica en ratas. Cambios alternados en 1la
temperatura de incubacién que van de 80 °C a 25°C,
durante dos semanas también dieron una alta actividad
estrogénica de este hongo (Stoloff et al., 1971).

Las diferentes especi es de Fusarium gque
sintetizan zearalenona lo hacen a diferentes
concentraciones y temperaturas. Fusarium roseum puede
producir altas cantidades de zearalenona (3 000 -

15 000 ppm). Fusarium moniliforme sintetiza bajas
cantidades de esta toxina « 1 - 19 ppm). Fusarium

roseun se desarrolla a temperaturas méximas de 24-27



‘c, mientras que la zearalenona es producida a
temperaturas de 12-14°C (Mirocha, et al, 1977). For
otra parte, F.roseum “Gibbosum” Y F.roseum
"semictectum” resisten temperaturas de 25 ‘.

La diferencia principal de la zearalenona

comparada con otras micotoxinas consiste en que,
dependiendo del animal al cual se suministra o por el
que sean consumidas, presenta diferentes s{ntomas.
Cuando la zearalenona es consumida por cerdos provbca
un gran perjuicio, ya gue produce hiperestrogenismos
cuando es consumida par gallinas y pavos su efecto es
minimo o puede no existir, mientras que el zearalenal
puede servir como una droga bendfica para aliviar los
dolores postmenopiusicos en la mujer (Mirocha vy

Christensen, 1983).

Los cerdos son los animales mis sensibles y los
mis afectados en la granja. La zearalenona es un
estrégeno verdadero, ya que produce cornificacidén de
la vagina.en ratas adultas como ocurre en el estro
natural; pero también presenta  efectos anab&licos Yy
antiespermdticos (Christensen, et al., 1%75). Ei
hiperestrogenismo ha sido estudi ado en cerdas
virgenes en las que se han detectado cambios
degenerativas y proliferativos de la mucosa vaginal
(Harold et al1.,196% ;3 Rosiles y L&pez, 1977).

La importancia de la zearalenona se debe al

efecto estrogénico que produce y se manifiesta en los
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cerdos hembras un aumento del tamaffo de la vulva,
prolapso vaginal y diversos grados de desarrollo
de 1as glindulas mamarias en hembras reci&n nacidas
(Rosiles y Lépez 1977). Figuras 2,3 vy 4.

Al examen postmortem se observa un
enrojecimiento de lozs labios vulvares y de la mucosa
vaginal. En la mucosa de 1la vagina se observa un
exudado turbio blanguecino, los vasos sangufneos se
observan hiperé&micos, es decir con una congestién de
sangre, pero en el cérvix esta congestién es escasa.
En el resto de 1los &rganos no se presenta ningdn
cambio significativo (Rosiles y L&8pez, 1977).

Los efectos de 1la zearalenona en los cerdoes
maches son 1a hinchazén del prepucio vy del escroto y
una dieminucidn de la 1fbido (Rosiles y L&pez, 1977).
Los machos jévenes pueden presentar atrofia de los
testfculos y alargamiento de 1las gl&ndulas mamarias
(Mirocha y Christensen, 1983).

Al analizar los tejidos de la mucosa vaginal de
cerdos se encontrd® umn engrosamiento del epitelio
hasta de 20 células en lfnea transversal; en algunas
porciones del borde libre del epitelio estas células
se observan con una degeneracidn vacuolar y un
desprendimiento de la capa de células estratificadas.
En contraste a esto,las cerdas de 3.5 meses de edad
presentan normalmente un epitelio con 5 a 8 capas de

células en linmea transversal (Villalobos y Doporto,



FIGURA 2 : HINCHAMIENTO VULVAR EN HEMBRAS DE CERDO RECIEN NACIDAS

(UNA SEMANA DE EDAD) (Fotograffa tomada por Dr.Ren& Rosilaes)
g . L .

Lo

FIGURA 3 : HINCHAMIENTO DE LAS GLANDULAS MAMARIAS EN HEMBRAS DE CERDO

DE DDS SEMANAS DE EDAD ( Fotograffs del Or. René Rosiles).



FIGURA 4 PROTRUSION VAGINAL Y pEt. RECYDg Esye SINTOMA p

A LA MUERTE (Fotograf{a del Dr. Reng Rosiles),

RECEDE

12,
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1274 ).

La zearalenona no causa aborto, pero puede
causar infertilidad, reduccién del lechdn, asi como

una prolongaciédn del estro (Chang et al.,1971).

El estrogenismo en cerdos se presenta con mayor
frecuencia en invierno vy principios de primavera,
debido a que el hongo requiere de un periodo de
temperatura relativamente bajo para la produccidén de

la zearalenona (Christensen y Kaufmann, 19469).

El hiperetrogenismo en cerdos se ha reportado en
Australia, Canad&, China, Dinamarca, Escocia,
Estados Unidos, Hungria, Inglaterra, Italia, Japén,
Rumania, Rusia, Sudafrica y Yugoeslavia (Mirocha
y Christensen, 1983).

La mejor medida de control para la produccién de
zearalenona es almacenar las mazorcas de mafz con
cascara y mantenerlas con un contenido de humedad
menor del 1854 en una base fresca, ya que es poco
probable que Fusarium crezca en mafz con céscara adn
cuando tenga alta humedad, vya que se desarrollan
otros tipos de hocnhngos cuyos componentes obstaculizan

el desarrollo de Fusarium. {(Mirocha y Christensen,
1983) .

Los procesos de detoxificacidn son caros, debido

a la energfa necesaria para tratar y secar el grano.
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Sin embargo, la zearalenona puede destruirse por
medios quimicos. Lasztity et al. (1977) sometieron
el mafz a temperaturas altas y obtuvieron una
detoxificacibn satisfactoria. Este tratamiento
provoca que el mafz s decolore y pierda algunas de
sus propiedades ffsicas, parecié&ndose al mafz
cocinado. El disulfito de sodio ha sido aprobado y
usado para la detogificaci®n de aflatoxinas y puede
ser usado para la detoxificacién de la zearalenona
(Moerck et al.,1980).

Una vez habiendo conocido los sintomas e
importancia de la zeralenona, es necesario determinar
tanto €u  consumo por persecnas en México, como
dereorminar que método @ de extraccidn es el mds
recomendable y eficiente para con estos datos

avocarnos a resolver 1 problema.

For 1o tante el ernunciado de los aobjetivos de
la presente tesis son los siguientes:

1) Determinar el fndice de recuperaci®n de la
zearalenona ( cantidad mfnima recuperada) por tres
diferentez mftecdos de extraccidng Stoloff et al
(1971), Thomas gt al (1975) y Bennett et é; (1984).

2) Comparar el costo, riesgo y tiempo asociados

con la uwutilizacién de diches mé&todos, para poder

determiner cual es el més recomendable,
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3) Detectar la presencia de zearalenona en las
tortillas de la Delegacidn Cuauhtémoc del Distrito
Federal.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue realizado en el
laboratorio . de Toxicologfia de la Facultad de
Medicina, Veterinaria y Zootecnia de la UNAM en el
afio de 1984, con apoyo del Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologfa (CONACYT).

Para conocer el fndice de recuperacidn de la
zearalenona se utilizaron diferentes métodos de
extracci®n, gue son técnicas usadas para separar un
producto orgZnico de una mezcla de reaccidn o para
aislarlo de sus fuentes naturales . Puede definirse
como la separacidon de un componente de una mezcla por

medio de un disolvente .

La identificacion de 1a zeralenona se realizé
por su fluorescencia en cromatograffa de capa fina.
El {ndice de recuperacién de 2zearalenona se obtuvo
mediante diluciones del estdndar, hasta obtener la
dilucidn que proporciond el 1fmite mfnimo de
deteccibn en el cromatograma, ast como tomando en
cuenta la densidad de 1la mancha fluorescente. Se usd

matz como base de andlisis.



16.

METDDOS DE EXTRACCION :

a) mbtodo de Stoloff, et al. (1971).

Este método es general para la extraccion de
micotoxinas (aflatoxinas, B1, B2, Gi, G2,

zearalenol, zearalenona y ocratoxinas).

Para encontrar el indice minimo de recuperacion,
al mafz base se le affadieron 2.4, 1.8 y 1.2 ppm del
estindar, y se hicieron cinco repeticiones con cada

dilucidn . Los pasos realizados son los siguientes:

1) Se licuaron 25 gramos del mafz o tortilla por
analizar con 90 ml de acetonitrilo vy 10 ml de
cloruro de potasio al 4 Y%. Se affadieron diferentes
cantidades de zearalenona (2.4, 1.8 y 1.2 ppmJ), hasté
encnntréf el fndice de recuperacidn de la micotoxinas
se licud durante dos minutos en una licuadora con
vaso de vidrio a alta velocidade En el caso de las
tortillas ya no se puso estédndar de zearalenona
extra, pues se trataba de detectar su presencia en
este alimento.

2) Se filtrd a través de un papel filtro de poro
grueso para obtener la porcidn 1iquida en un embudo
de separacidn de 250 ml.

3) A la parte filtrada contenida en 1 embudo de
separacidn, se le afradieron 25 ml de &ter de

petrdleo y se agitd por un minuto. cuidando de sacar
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el gas que se formara para que no explotara el
embudo; posteriormente, se separaron las partes y se
desech8 la Ffase superior. Este procedimiento se
repitif dos veces, y se realizé para desengrasar el
extracto de ma¥fz o de tortillas.

4) Para hacer el gel, se colocaron 100 ml de
agua destilada y 10 ml de cloruro férrico (FeCly ) al
10 % y se titﬁla con sosa (NaOH) al 4 %3 se midid el
pH ajustindolo a 4.6 en un potencidmetro.

t=)) Se affadid el gel dentro del embudo de
separacién que contenfa 1la muestra extractada y se
agitd por un minuto, dejando salir el gas; se dejdé
reposar hasta que se separara el gel; se abrif 1la
llave del embudo de separacidn y - se dejf escurrir
100 m1 de la muestra vYa decolorada, la cual era
anteriormente de un color amarillento, a travé&és de un
papel filtro recolect&ndolo en un vaso de

precipitado, se enjuagd el embudo de separacidn.

6) Se colocaron 1los 100 ml de la muestra
contenida en el vaso al embudo de separacién y se
afadieron a 1la muestra 10 ml de &cido clorhfdrico
(HC1) al 1.5 de pH . Esta es una modificaci®in que se
realizé a 1a té&cnica original, debido a que los

Scidos ayudan a la extraccidn de micotoxinas.

7) Se adicionaron 25 ml de cloroformo (CHClz) al
filtrado y se agitd por un minuto, abriendo 1a llave
del embudo de separacién con el fin de que los gases
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salieran.

8) Una vesz separagdas las fases, se filtrd 1la
fase inferior correspondiente al cloroformo « 2

veces) .

?) Se drend la fase inferior, correspondiente al
cloroformo a un matrez que contenia 5-10 gramos de

sul fato de sodioc para extraer el agua gue gquedaba.

10) Se decantd el cloroformo a otro matraz que

se etigquetd con el ndmero de la muestra.

11) La muestra contenida en el matraz S
evapcré a sequedad en una estufa, a una temperatura
méxima de 40°C,

12) Finalmente se disolvid 1 extracto de la
muestra con 1.5 ml de acetonitrile vy se agitd en el

vértex por dos minuteos.

13) Se desarrolld la cromatografia en capa fina,
con un disolvente preparado con 20 ml de acetona,
40 ml de acetato de etilo y 60 ml de tolueno en un

equipo kEZsico para cromatografia de capa fina.

16) Se ochservd el cromatograma con una lampara
de luz ultravioleta, marcando con wun  l1&pi=z las

marcas fluorescentes que se observaran.,

17) 8= midid el factor de retardacien (Rf) de

cada una de las manchas. andétdndolas en una libreta.
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Fara realizar este método se utilizd toda la
vidrieria marca Himex, as{ como todos los
disolventes, el equipo b&sico para cromatograffa y el
papel filtro Whatmann # 4, marca Merck-México, S.A..
la licuadora uwutilizada fue marca Osterizer, el
poterncidmetro marca Corning modelo 12, la estufa
marca American Instruments, Co.Inc., y 1la l&mpara de

luz ultravioleta marca Listed Insp & Meas, eqg..

b) Método de Eennett, t al., 1976. (Figura 6).

Este método es especf%ico para zearalenona. Se
realizaron diluciones de 0.5, 1.0, 1.5, y 2 ml gue
eguivalen a 0,04, 1.2 y 2Z.4 ppm respectivamente,
haciendo S repeticiones de cada una. Se sustituyd la

tierra de diatomeas por arena de playa con dilucicnes

¢

de 2.5, 3.0 yv I.5 ml de zearalenona que eguivalen a
3.0, 3TF.6 y 4.

N

ppPm en ese orden, haciendo 3
repeticiones con cada una de ellas, pero como no dio
buen resultado se siguwid uwtilizando tierra silicea o
de diatomeas.

Se siguid el procedimiento gue a continuacidn se
describe:

1) Se colocaron 25 qgramos de mafz finamente
molido en un matraz de 200 ml vy esto se mezcld con
12.5 gramos de tierra silfcea purificada y calcinada

(celite)y se le affadieron en el caso del estudio de
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recuperacidn de micotoxina las diferentes cantidades

de zearalenona.

2) Se afradieron 10 ml de agua destilada al’
matraz y se agitd con un agitador de vidrio hasta que

la mezcla quedd uniforme.

3) Se affadieron 125 ml de cloroformo (CHClz ) a
la mezcla vy se agitéd por 15 a 20 minutos, con el fin
de extraer la micotoxina del mafz, ya que la tierra
de diatomeas o celite funciona como abrasivo.

4) Se transfirié a un embudo de separacién de
250 ml . filtrando 1la mezcla a través de papel
filtro Whatmann # 4, colectando la porcién 1fguida.

3) Posteriormente se le afradieron a1 embudo de
separacidén que centenfa la porcidn 1fquida, 5 ml  de
una solucidn de cloruwro de sodio saturada vy se

mezcléb.

&) Se afladieron 25 ml de hidréxido de sodio al
2 % (25 grames de hidrdxido de sodio en 1 litro de
agua destilada) y se mezcld vigorosamente por un

minuto.

7) Cuando las fases se separaron, se desechd la
fase inferior y el sedimento, conservando la fase

superior.

8) A l1la fase que quedd en ‘el embudo se le
afradieron 28 ml de cloroformo, y se agitd por un

minuto.
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9) S descartd la fase inferior de cloroformo y
se affadieron 25 ml de una solucidn de 3cido acético
monchidratado [106g+ de Jcido acético monohidratado

(C3H Oz -H,0) en un litro de agua destiladal, agitando

por un minuto.

10) Se extrajo la zearalenona afradiendo 25 ml de
clorure de metileno (CH, Cla. >, y se agitd
cuidadosamente por un minuto, abriendo la 1lave del
embudo de separacidn para evitar gue 1los gases se

condensaran y explotara el embudo.

11) En un  embudo de Ffiltracidn de vidrio se
colocd una peguefia borla de fibra de vidrio y encima
25 g de sulfatc de sodio anhidro, para eliminar el

agua gue contenfa.

12) Se filtrd la Ffase inferior contenida en el
embudo de saparacidn, correspondiente al cloruro de
metileno, a través del sulfato de sodio,

recolectindolo en un matraz de 200 ml.

13 Se re~extrajo la fase inferior (Fase
orgénica’ que quedd en el embude de separacidn con
25 ml de cloruro de metileno y se volvid a drepar por

el sulfato de scdio.

14) Se evapord la muestra contenida en el matraz

en una estufa a temperatura de 40°C a sequedad.

15) La muestra ya evaporada, se resuspendid

colocando (.5 ml de  acetonitrileo y se agitd en el
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vértex por dos minutos.

16) Se realizé 1a cromatograffa en capa fina,
utilizando como desarrollador 20 ml de acelfona, 40 ml
de etil acetato y 60 ml de tolueno, en una c&mara

para cromatogramas.

17) Se observd con luz ultravioleta vy se

determinaron los factores de -retardacién (Rf).

La tierra de diatomeas sirve como abrasivo,
siendo de la parte m&s importante, debido a que en
este paso se muele la muestra bien para que quede en
contacto con los solventes.

Con objeto de abaratar el costo de 1la
extracci®dn, se £1igid un material que presentara las
mismas caracterfsticas que 1la tierra. de diatomeas,
seleccionando arena de playa, la cual fue lavada con
metanol y varios enjuagues de aguag el peso de la
arena era también de 12.5 g igual que el de 1la tierra
silfcea. E1 mé&todo descrito se realizBAcon celite y

con arena y se detectaron las diferencias.

El material de vidrierfa uwtilizado fue marca
Kimex, los solventes, el papel filtro, asf como la
tierra silfcea purificada +Ffue marca . Merck-Mé&xico,
S.A.,la estufa marca American Instruments, Co.lInc.,
y la 1Zmpara de luz ultravioleta marca Listed Insp. &

Meas, e©q..
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c) Método de Thomas, et 1. (1975) Figura 7)

Este m&todo de extraccidn metanol-agua, presenta

como principal ventaija el ser wn mé&todo ripido, que
dura aproximadamente 1 hora, y se utiliza para la

detecci®dn de aflatoxinas y zearalenona.

Se realizaron ? repeticiones cen diluciones de
1.0, 1.5 vy 2.0 m1 de zearalenona, que corresponden a
1.2, 1.8 v 2.4 ppm respectivamente.

l.os pasos seguidos en este método son los siguientes:

1) Se licuaron S0 gramos de mafz con 150 ml de
una solucidén metanol—agua ( 60+40 v/v), y en el caso
de estudiar el fndice de recuperacién de 1la
zearalenona se affadieron cantidades de 1.2, 1.8 vy
2.4 ppm de est&ndar de zearalenona,

con vaso de vidrio,

en una licuadora
a alta velocidad por dos minutos.

2) Se filtrd el extracto en papel filtro Whatman

#4, a un embudo de separacidn de 250 ml
colectaron 125 ml del extracto.

Yy se

X)) El siguiente paso fue affadir 30 ml de una
solucidn saturada de cloruro de sodio (NaCl)
de hexano en el embudo

y SO ml
de separacid®dn gque contenfa el
filtrado v se agitd por un minuto, abriendo la llave
para que salieran los gases y evitar que la presién
fuera muy fuerte.
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4) Cuando se separaron las fases, se transfirid
la inferior (fase acuosa de metanol) a un segundo

embudo de separaci®n desechando la fase superior.

S5) Para extraer el metancl acuoso se affadieron

S0 ml de cloroformo agitando por un minuto y sacando
los gases formados.

&) Cuando se separaron las fases, se drend la
fase inferior de cloroformo en un matraz de 200 ml
que contenfa 5 gramos de carbonato céprice con el fin

de precipitar los pigmentos, y wse agit$ por dos
minutos.

7) Se dejf asentar el carbonato clprico y se
cecantd el cloroformo a través de un papel filtro
Whatmen #2, el cual cantenfa S gramos de sulfato de
sodio con el fin de deshidratar la muestra.

8)Posteriormente se colocaron 25 ml m&s de
cloroformo en @l matraz para lavar bien el carbonato

céprice, volviérdose a decantar a trav&s del papel
filtro.

9) Se evapord® el cloroformo con el extracto,

hast=2 quedar aprocimadamente 1 ml y se transfirid a
un vial.

10) Posteriormente =e evapor® el extracto del

vial a sequedad en una estufa a una temperatura
méxima de 40°C.
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11) Se resuspendi el extracto del wvial ‘con
1.5 ml de acetonitrilo, agitando por un minuto en el
vértex.

12) BSe desarroll8 la cromatograffa en capa +fina,
utilizande SOual del extracto del vial en cada carril,
as! como 5041 del estdndar.

13 Se observé&d con luz ultravioleta, y se
anotaron los factores de retardacidn {(Rf) en una
libreta.

Para este método se utilizé una licuadora marca
Osterizer, la vidrieria utilizada fue marca Kimex,
los solventes, asi como el equipo bési&o para
cromatagraffa marca Merck—Mexico, S5.A.,; a eicepcidn
del carbonato cdprico que fue marca J.T. Baker S.A.
de C.V., la estufa marca American Instruments, Co., Yy
1a 18mpara de luz ultravioleta marca Listed Insp. &

Meas,; eg..

CROMATOGRAFTA DE CAPA FINA

L.a caracterfstica principal de la cromatograffa
consiste en que 1los componentes de la muestra se
distribuyen entre dos fases una de las cuales es
estacionaria, mientras que la otra se filtra a través
de los intersticios o sobre 1la superficie de la fase

£iija. El .desplazamiento de la fase mbvil se
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manifiesta en wuna migraciédn diferencial de 1los
componentes de la muestra.

Una gota de 1fquido colocada sobre un trozo de
papel o de tela se difunde en forma circular, y si el
1fquido contiene substancias coloridas se pueden ver

fécilmente los circulos conceéntricos 4 Peckok' Y
Shiels, 1983).

a) Preparacién de las placas:
Se usaron vidrios planos de 20 cm por lado y

3 mm de grosor. La superficie se limpid

escrupulosamente con detergente y/o un disolvente

org8nico para eliminar cualquier rastro de grasa.
Se colocaron 5 vidrios en fila sobre el soporte
de placas marca Desaga Heildeberg. Posteriormente se

hizo una solucién de gel de =flice, colocando 30

gramos de &ste ( Kieselgel 6O0H) Merchk— México 5.A., Yy

70 ml de agua destilada. La suspensién no debe estar

ni muy espesa (viscosa), ni muy dilufda, de lo
contrario no se extiende bien.
Con un aplicador comercial marca Desaga

Heildeberg, que tiene una ranura,
los vidrios, y deposita

se desliza sobre

una capa de espesor uniforme
( 0.5 mm aproximadamente).

Después de la aplicaci®&n, el conglutinante
requiere aproximadamente de 20 minutos para fraguar.
Posteriormente se colocaron las Placas en un

portaplacas marca Desaga Heildeberg, coloclndolas
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dentro de un horno marca Felisa modelo FE 291, a& una
temperatura de 100 °c  por una hora, con objeto de

activar las placas. (Figura 8)

Se sacan las placas Y se guardan en un
portaplacas dentro de un desecador o gabinete
especial. Esto es importante, vya que una placa
activada absorbe vapor de agua y otros vapores de la
atmbsfera que pueden causar cambios dristicos en su
funcionamiento cromatogrifico.

b) Aplicacién de la zearalenona en las plécas v
criterios de interpretacién:

Las placas ya activadas se rayaron con lfneas
paralelas entre sf con una distancia de i cm entre
ellas. En la parte posterior de la placa se marcaron

unos puntos pequeffos para obtener una misma partida
en cada carril.

Se colocaron 30al de la muestra ya extrafda y
resuspendida con una pipeta Eppendorf , marca Fisher
Scientific Co., colocando ‘en un carril 30 M1l de
estandar de zearalenona marca Sigma, Chemical

Company., para poder comparar con la muestra.

El aparateo b&sico para cromatograffa de capa
fina marca Merck-México G.A., consiste en una c&mara
hermética de vidrio, para evitar 1la evaporacidén de

los disolventes, y saturar 1la atm&sfera de ellos.
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Es conveniente colocar la muestra gota a gota y
esperar a que se seque entre una y otra. La mancha
debe ser tan pequeffa como se pueda para que l1la

separacifn sea m3xima y 1a dispersifn m{nima.

Posteriormente se sumergid la parte inferior de
la placa ( que no debe 1llegar a 1la altura de la
mancha) en la c&mara hermética cerrada y se deid
correr, hasta que 1llegara a faltar aproximadamente
3 cm para el final de 1la placa, lo cual tarda
alrededor de 40 minutos. El disolvente asciende por

accidn capilar.

Después del revelado, se sach la placa
esperando gque se secara y las manchas individuales de
soluto se fijan o bhacen visibles con upa l&mpara de
luz ultravioleta marca Listed Insp & Meas, eq.. Se
dibujé un cfrculo con lépiz en torno a las manchas
para identificarias permanentemente y determinar su

grado de retencidn o Rf ( Figura 9)

El grado de retencidn en cromatograffa de capa
fina se acostumbra expresar como el factor de
retardaci®dn o factor de rotacidén (Rf).

RE = distancia de desplazamiento de soluto

distancia de desplazamiento del disolvente

El “"frente" del disnlvente es el 1{mite donde se
mide la distancia en que se ha desplazado éste. La
distancia de desplazamiento de la muestra se mide al

centro de 1a mancha o© al punto de m&xima densidad
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( Peckok y Shiels, 1983).

Los valores de Rf estXn sujetos tambi&n a muchas
influencias menores, comeo tipo y direccién del
desarrollo, tamafo y concentraci®én de la muestra,
por lo cual se agrega una substancia testigo o sea el

est&ndar (zearalenona).

Lag distancias se midieron desde el centro de la
mancha colocada en la parte inferior de la placa. E1
frente del disolvente se midié en la 1fnea que queds
en la parte superior de 1la placa. La distancia a la
que se desplaza el soluto se midid desde el centro de
la mancha del soluto o su densidad m&xima, al limite
donde la mancha se encuentra. Estos datos se anotaron
en una libreta.

Freparacién del est&ndar de zearalenona:

Se utiliz8 zearalenona pura marca Sigma, Chemical
Company. Se pesaron 3 miligramos de zearalenona en
una balanza analftica, y se colocaron en un matraz
marca Kimex, se le afadieron 50 ml de acetonitrilo vy
se agité, todo el procedimiento debe hacerse con

Quantes y con la mayor precaucidn posible.

Medidas de protecci®fn usadac:
Debido al grado t&xico de la zearalenona y los
solventes, es neceéario tener medidas de proteccién,

tanto en el material, para evitar que la muestra
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siguiente se contamine, as{f como en la persona que
realiza el anXlisis. Fara esto se tomaron diferentes
precauciones: para la descontaminaci&n del material
fue necesario dejar todo el material en una cubeta de
pléstico con 2 litros de agua aproximadamente y medio
litro de hipoclorito, durante 24 horas mfnimo, al
dfa siguiente todo el material se enjuagd y se volvid
a lavar con Extran 1f{guido, desinfectante para lavar

utensilios de laboratorio marca Merck—-México S.A..

Para el cuidado personal era indispensable usar
bata blanca, guantes de cirujano y mmascarilla contra
gases marca Cabel, S.A. de C.V..

23 Fara conocer 1a cantidad de zearalenona
presente en las tortillas de la Delegacién Cuauhtémoc
deil Digtrito Federal.

Este estudio fue realizado gracias al apoyo
brindado por el Consejo Nacional de Ciencia vy
Tecnologfa ¢ CONACYT), asf compvpcr la Secretarfa de
Comercio y Fomento Industrial (SECOFI).

Para efectos de este estudio se seleccion
la Delegacidn Cuauhtémoc, debido a que se encuentran
representadas en ella todas 1las clases sociales, ast
como el mayor néimero deé tortillerifas. Esta Delegacién

presenta la mayor concentracién poblacional.

El periodo en que se llevd a cabo el muestreo
abarcd de febreroc a noviembre de 1986, el cual fue
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realizado'pnr los inspectores de la Direccidn General
de Inspeccisn y Vigilancia de SECOF1,
comprar el mismo dfa todos

.

requeridos por

encargados de

l1los kilos de tortillas
muestreoc. En
establecimientos muestreados

kilo de tortillas. Se

) todos los
se adquirid siempre un
muestrearon 122 kilos en 96
tortillerfas las cuales se indican en o1 Apéndice 1.

El ndmeroc de tortillerfas
con 122 kilos de tortillas
algunas tortillerfas <fueron

veces. Se realizaron tres

revisadas fue de 96,
‘comprados, debido a gue

revisadas dos vy tres
muestreos en diferentes

21 de febrero; el segundo
el 22 de mayo y el tercero el 22 de agosto.

&Spocas, el primero fue el

El primer paso a seguir

fue pesar cada kilo de
tortillas patra

comprobar s peso

hamedo,
posteriormente sa dejaron

sacar todas las toirtillas
extendidas al medio ambiente obteni&ndo el peso seco.
para poder conocer el

cantenido de acua
contenfan.

que

En seguida, se molib
cada kilo molido en

e)tracciones

cada kilogseparando 25g de

paquetes, se realizaron las
de micotoxinas con
Stoloff et al. y el de

anteriormente. Se realizd

los métodos de
Bennett et al., descritos
la cromatograffa de capa

procedimiento que se utilizéd para
@l fndice de recuperacidn de la zearalenona.

fina siguiendo el
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio se dividen
en tres aspectos principales:

1) Obtencidn de la cantidad mfnima que se recupera de

zearalenona con cada uno de los m&étodos descritos.

23 Comparaci®&n de 1os tres métodos de extraccidn:

Stoloff, (i al. (19713, Thomas st al (1975) y Bennett,at al.
(1984).

3) Cantidad de zearalenona presente en las tortillas
elaboradas en la Delegaci&n Cuauht&moc del Distrito Federal.

1) Porcentaje de recuperacidn de zearalenona:

1.- MEtodo de Stoloff, et al. (1971 (Tabla 1).

En un principio no se obtuvo ningé&n {ndice de
recuperacién de la zearalenona, por tanto se optd por
realizar el mé&todo por pasos, separando cada paso en tubos
viales, para posteriormente realizar 1la cromatograffa,
determinande asf en donde se perdfa la zearalenona. Se
observd que generalmente la zearalenona se perdfa en el 2o0. vy
Jer. paso correspondiente al éter de petréleo.

Se le amadié Scido clorhfdrico ( HC1)> a un pH = 1.5,
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igualando las caracterf{sticas dcidas del estfmago, ya que el
&cido permite que las micotoxinas se detecten, éste se
agreg6 al paso en el gque se habfa perdido la zearalenona.

El resultado fue positivo, bajando las diluciones de
esténdar , se encontrd que al affadir 1 ml ( 1.2 ppm) vy 1.5 ml
¢ 1.8 ppm), se obhservaban manchas pero demasiado tenues, por
lo cual se aumentd la cantidad de estdndar, encontrando el
1fmite mfnimo de recuperacidn al affagdir 2 ml de zearalenona
ag decir 2.4 ppm; Se hicieron tres repeticiones con esta
diluci®dn, dando el mismo resultado.

El factor de retardacifin o Rf de la zearalenona fue de
0.83.

El 1fmite mfnimo de recuperacidn de la zearalenona fue
de 1.2 ppm con el m&todo de Stoloff,et al (1981) debido a que
comparando las fluorescenci as, con esta dilucién s pudo

observar igual que el est&ndar.

2.- Método de Bennett, et al. (1983)
En este método ( Tabla 2) se encontrd que la cantidad
minima que se recuperd de la zearalenona fue al affadirle

1.5 ml de zearalenona es decir, 1.8 ppm.

Al sustituir la tierra silfcea por la arena de playa, se
prabaron varias diluciones de zearalenona de 3.5 y 4.2 ppm.
sin poder obtener la mancha del esténdar, por lo tanto se
podrfa utilizar la arena de playa fnicamente para muestras
con cantidades altas de zearalenona.

Este m&todo es el mas recomendable, vya que se logrd

recuperar una cantidad muy baja de zearalenona.
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TAELA 2. RESULTALLS m:munns CON £t HETODS DE E‘l"'EH eb. al., 1988
PARA LA EXTRACCION CE IEATALENGNS

REPETIEICH zsmis:;# r‘-?uto‘wﬂ FACTOR DE ?ﬁ;ﬂﬂtlé‘ FPH RECUFERADAS UBSERVACIONES
i 0.5 b 0.84 1.2 " Ho' se recupers
2 1.0 1.2 0.83 1.62 tenue
3 1.5 1.8 0.85 7.4 suy fluorescente
4 2.0 24 0.87 1.8 in¢ice afnian
5 1.5 i.B 0.91 1.8 de recuperacich
[ B 8- 1.8 0.83 t.8 siseas corac-
7 1.5 LB 0.75 1.8 terfsticas dot

. estidar

I 1. 12 0.7? ; 1.2 ey flocrescente
9 2.5 3.0 - - ten arens de pla;.
10 3.0 3.b - - -
1 3.6

3.2 6.9 3.35 13 zancha no
se lugn; igual

2l estandar
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.~ Método de Thomas, et al. (1975}

La cantidad mfnima de =zearalenona recuperada con esta
tdcnica fue de 1.5 ml es decir 1.8 ppm (Tabla 3).

Esta Lécnica se eligid debido a qgue es una técnica

ripida para la extraccitdn de micotoxinas.

Al afadir desde 1 ml (1.2 ppm) se pudo detectar una
mancha parecida al est&ndar, ya que presenta el mismo Rf y la
misma fluorescencia, perc esta concentracidn se aumentd ,
debido a que la intensidad, con respecto al estindar, era muy
baja. Mientras que al afradir 2 ml (2.4ppm ) de zearalenona,
aunque presentara el miscmo Rf la intensidad de 1a

Eflunrescencia era demasiado alta, compar&ndola con el
estfndar. FPor 1o tanto se bajs 1la recuperacidn a una
concentracidn de 1.8 ppm, presentando &sta el mismo Rf asi
como la misma intensidad de fluorescencia del est&ndar.

1]
b) Comparacidn de los tres mftodos de extraccidn:

Stoloff, et al. (1971) Bennett, et al.<(1974) y Thomas, gt al.
(1984) .

Se realizd wurna comparacién entre los tres wmftodos
(Tabla 4), para poder determinar el tiempo utilizado por
cutraccién de zearaloenona, desde el inicio de la téchica;
hasta la purificacién de 1a micotoxina, el riesgo que
representa para la salud humana 1los solventes ubilizados en

cada tbonica, asf como el costo-de extrazcidn de una muestra



TABLA 3. RESULTRDDS OBTENIDOS COH %l’.‘ HETODD DE THUHAS. et. al., (1975)

PARA LA EXTRACCION DE ZEARALEN
REPETICION EST]ﬁ'NDAR APLICADD PPH RECUPERADAS OBSERVACIONES
[ ppe

1 1.0 1.2 5 Muy tenue
Kuy

2 1.3 1.8 1.8 fluorescente
Ruy

3 2.0 2.4 2.4 fluorescente

4 1.0 1.2 .48 Nuy tenue

H 1.5 1.B 1.8 Igua} at
egtﬁldar

3 2.0 2.4 2.4 fuy
fluorescente

7 1.0 1.2 b Nuy tenue

8 1.5 1.8 1.8 cantidad afhina

’
de recugeracion
9 1.5 1.8 1.8

x = .52

encontrags
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de 25 gramos.

Se observd que el Mé&todo de Thomas, et al (1975) es el
que lleva menos tiempo ( 20 minutos + 40 minutos de
corrimiento de cromatograma de capa fina = 60 minutos), razdén
por la cual dicho método se eligid como apropiado para la
deteccidn de micotoxinas.

Por el contrario el método de Bennett, et al (1984)
resultd ser el miAs tardado, requiere al inicic de 1la técnica
de 15 minutos de agitacidén, sin embargo el procedimiento
posterior s8lo lleva 10 minutos, por 1o cual podrfa ser
también considerado como un método rdpido para la extraccidn
de micotoxinas ( 25 minutos + 40 min. de cromatograma = &0

mip.).

El mé&todo de Stolofs, et al (1971) requiere de 2
minutos para obtener la purificacidn de la micotoxina ( 2
minutos + 40 min.= 60 minutos).

7]

Ul

Con respecto al riesgo, el método de Stoloff, gt al
(19713, presenta el mayor peligro, debido a la cantidad de

solventes tfviros que requiere ( éter de petréleo, cloroformo
y tolueno).

El método de Bennett, et al (1975) se considera el menos
riesqgoso, ya que el fnico solvente tdéxico qgue se wtiliza es
el cloroformo. '
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El método de Thomas, et al (1975) presenta como
solventes téxicos para la salud humana, el hexano vy el

cloroformo.

Finalmente, se hizd 1a comparacidn del costo de los
materiales en cada m&todo. Este presupuesto se realizd tanto
en pesos ( M.N.) como en d&lares para poder precisar en
cualquier fecha su costo real.

El método que resultd ser el mas econfimico fue el Método

de Bennett, gt al (1984) cori un  costo de $ 22614.43

MaN. o siendo $ 2.26 dflares por cada muestra de 25 gramos

tal momento de la conversidn eran ¢ 963.00 M.N. por délar
norteamericano).

El m&todo de Stoloff, et al (1971) fue el mis costoso
siendo de $ 6128.00 M.N. correspondientes a $ 6.35 ddlares,
debido a que este m&todo requiere de acetonitrilo, que es un
solvente muy caro.

El m&tocdo de Thomas, gt al (1975) éiena un costo de ¢
4792.95 M.N. siendo $ 4.96 dbdlares por muestra.

fFor todo lo anterior se puede proponer como método més
recomendable para la extracecidn de micotoxinas =1 método de
Bennett, et al (1984 considerando también el fndice mfnimo
de recuperacién que es de 1.B ppm [ en Stoloff, et al ((1971)
2.4 ppm., y en Thomas, et al (1975) 1.8 ppm.].

El método de Stoloff, et al. (1971) resultéd ser el menos
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TABLA 4, CONPARACION DE LOS TRES AETODOS
STOLOFF, BERNETT Y THOMAS

ETODG SOLVENTES PELIGROSDS PARA LA SALLD RUMANA TIENPO 0510 3¢ Pﬂmﬂlf& RECONENDACION §85
ESCALA ¢ RECUPERAC]
atetonitrils ? con HC! H.K.
e‘Enrurﬂ de potasio 23 128 100 3
er de petréleo ain, Dls.
:lnrurn ferrico &
Stoloff a:ldu clerhfdrico
cloroformo sin HCl LA =14 H
sulfato de sodio 2 086
acetona sin. bls.
acetato de etilo N
toluenc
zearalenans
tierra silites
:lurnfr.ue con tierra NN, 2 '
oruro de sodio 4] 251443 X
Bennett Mdrnnidn de sodic ain, 1001 ]
”
acido acetico 2 ots,
cloruro de setileno 2 2.7
sulfato de sodio 1 £on arema N,
30 2183.2 80y L}
sinstos is.
2.2
setanal 1
Cloruro de sodio i
Thomas Hexano 3 28 LA A
tloroforso , 3 rinutes 4792.95 {2} 2
carbonate coprico 1 Dis.
atetonitrilo 2 1.9
t Escala
1.~ Inocuo
- Medianasente tuln':o
3.~ By tnlxkn
11 Losto

£l rosto fue obtenido et dia 22 de enero de 1987. Calculado por una muestra de 25 grs..

Se rea!izu’li :onversién 1 dolares para obtener una idea ads real score el rosto.

e Forsaendac

It base
crende

los farteres aqu( lm:innidns, se recosienda @! método coo 01 . aejor,

seros recosendabls el
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recomendable, por su alto grado de toxicidad y su alto costo,
ademads de que requiri®d de una modificacién en la técnica
original ( &cids clorhfdrico).

) Deteccisn de =zearalenona presente en las tortillas
de la Delegacibdn Cuauhtémoc del Distrito Federal.

En el muestreo de las tortillas elaboradas en la
Delegacifn Cuauht&moc, se encontrd que en los pesos héimedos
de las 122 muestras, sol amente 39 kilos pesaron
verdaderamente un kilo, mientras que los B3 *kilos® restantes
pesaron menos dando wun peso desde 436 gramos hasta 999

gramos, por 1o cual se analizaron B83.8 kilos en lugar de 122

esperados.
S22 obtuvo como resultado que 1.89 kg estuvieron
contaminados con zearalenona. por lo tanto, solamente,

existi® un 2.28 % de contaminacidn, lo que correspende a
2.277 kg en B3 kilos y 27.46 Kg/s tonelada.

En 21 Distrito Federal se consumen 2 289 000 kilogramos
diarios de tortillas, de las cuales se encontrd que 52 &47

kilogrameos probablemente esten contaminadeos por zearalenona.

Se realizaron 732 extracciones con el método de Stoloff,
et al ¢ 1971), las tortillerfas contamindas con zearalenona
fueron:
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Cipr&s 11-9 Colonia Sta. Ma 1a Ribera, siendo el
muestreo el 21 de febrero de 1986.

Beethoven 52 Colonia Ex— Hip&dromo de Peralvillo, siendo

el muetreo el 22 de mayo de 198 6.

Mercado Hidalgo Loc. 795 Colonia Guerrrero, siendo el
muestreo 21 22 de mayo de 1986.

Es importante continuar este estudio ya que 1la
contaminacién por micotoxinas provoca grandes daffos tanto en
animales como en la salud humana.

CONCLUSIONES
Con este trabajo podemos concluir:

Se logr& recuperar 2.4 ppm de zearalenona con el m&todo
de Stcloff, et al.(1971) 1.8 ppm con el m&todo de Bennett, et
al. 1984 y 1.8 ppm con el Mitodo de Thomas, et al. (1975).

€l método m&s recomendable en este estudio fue el M&todo
de Bennett, et al. (1984). debido a que se utilizan el menor
nfimero de solventes peligrosos como el cloroformp, por otra
parte, el tiempo que requiere esta té&cnica es bastante
aceptable (25 minutos + 40 minutos cromatograma) y su costo
es el m&s bajo, siendo de $ 2614.43 M.N.
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For otro lado la contaminacidén de tortillas es de
tomarse en cuenta, ya gque de 2289 toneladas de tortilla gue
se consumen diario en el Distrito Federal cerca de 53

tonel adas se encuentran contaminadas.

La deteccidr oportuna de agentes contaminpantes en

alimentos es una actividad de fundamental importancia.

Existen numerosos contaminpantes que ejercen efectos
nocivos en 1la salud humana vy animal, por lo cual se requiere
urgentemente de estudios para determinar la magnitud de este
problema.

El grado en que llegan @& afectar 1las cantidades
de contaminantes producidos en nuestro pafs, es diffcil de
determinar pero evidentemente es uno de 1oz problemas de
mayor importancia.

Se debe de considerar este estudio; asf como continuar
debido a su importancia ya que 1la tortilla es uno de los
principales alimentos en nuesstro pafs. Este estudio se debe
planear para poder muestrear todas las delegaciones posibles,
vy poder tener asf un estudic mAs completo.

Es importante tambi &n recalcar la importancia de
realizar estudios subre la accidn de las micotosinas en el
ser humano, ya que existen pocos reportes sobre el tema y las
consecuencias son muy importantes.
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APENDICE 1 2=
Colonia Direccidh de 1a tortillerfa Ko de auestreot Peso himedn Peso seco
y en grasas en 4ranos
“argarfn Toribio Hedina 45-2 1 981.4 590.0
Isabel La Catdlica 472 Acc. 1 1,025.4 735.
Asturias Rason Fabie 187-D 1 943.4 599.0
Centro Allende 155 Ace C. 2 921.4 567.8
3 1,010.5 41¢.3
Ayuntasiento 148 loc D i 592, 607.8
Balderas 72 Iotr.l { 819.7 105.0
Coloabia 27 2 1,001.4 622.3
3 983. 401.3
Coloabia 56 A 2 1,012.9 630.4
EL Rosirio 208 1 1,013, 824.4
Héroes 136 R 2 981, 665.4
lnler{or del eercado E1 Pasaje 2 945,48 584.3
ocal,
Jesis Maria 178 1 1,022.3 430.3
Libertad 12 3 l 019.4 418.
leertad 15 fArc.D 2 '999.6 664.0
Libertad 2 . [
Libertad !27 2 978.% 596.1
3 1,0t9.56 418.8
Nargil 314 1 1,010, 813.9
Rep, de Ecuador 11 Acc. H 2 983. 668.8
v . 3 985.0 528.4
Republica del Peru 13} 2 1,007.5 419,3
) 3 1,005.8 598.9
Santfsina 22 fce.d 1 1,032, 478.8
Candesa Vicente Suirer 41 1 919.4 835.8
Doctares Av. Mifios Hetees 213 . 9%4.0 563.1
- 2 895.6 602.5
. 3 1015.4 34,7
Nifios Heroes 231 2 975.6 428.0
Br. Erazo 23 1 951.4 §19.5
El-Hipn’drnm Beethoven 32 2 983.7 425.7
de Peralvillo 3 950.7 621.8
Beethoven &1-B z 979.1 ® 80h,8
3 980.6 583.6
Ernesto Elorduy 7 fcc. 1 1007.0 648.0
Ernesto Elorduy 34 2 %3, 606.2
Ernesto Elorduy 13! 3 957.0 63,9
Debussy 30 1 1033.0 630.7
Wagner 132 2 985.8 839.4
3 960, 4 £09.2
Buerrero Carlos 6. Heneses 238-20 1 1005.4 630.5



Degollado 43 ! 9238 943.4
. Heéroes 20 3 1034.4 70B.8
ue’mes 104 2 1056, 3 489.7
3 930. 812.6
Herues 134-8 3 928.3 802.5
Heroes 134 3 964.7 630.2
Heroes 143 2 §59.0 514.8
HeTogs 204 2 1002,3 565.8
Luna 200-B "2 1013.4 $12.4
3 996, 616.2
Meneses 212 2 971.3 §07.7
Kercado Hidaigo toc, 33 3 994.9 643.5
Kercado Hidalgo Lec. 793 z 940.4 600. 4
Mercado Hidalgo toc. 799 3 997.3 b47.0
Mercado Hidalgse Ltoc. BYS 3 881, &00.
Ninas 178 i 1044.2 582.1
Sol BO i 1002.1 461.5
Sol 87 1 968, 595.9
Vicleta 31-F .2 1080.7 546,35
laragoza 59-A 2 998. 32.1
3 1149.8 721.8
laragoza 144-A 2 988, 543.8
3 985.3 434.4
larco 118 ficc. A i 1012.3 631.6
larco 149 2 387, 827.7
3 Shb. 308.
Juifez fAbrahas Gonzdlez 143 Loc, € 1 990.1 £20.
Toledn 32-B 1 998.5 £37.0
Morelos Jaine Nund s/ 2 98L.2 852.5
Hulh(an“nr libertad loc. 29 2 992.3 4856.2
Narvarte Dr. Veértiz 953-B 1 937.5 514.0
Dbrera Lorenzo Boturini 95 1 1023.5 640.3
duan A, de ta Fuente 6 C H 1027.4 668.1
Peralville Czlzzda de !cs H:sterins 2 1 974.3 673.1
) Adelina Patti 7 1 98b.2 590.
Rosa Caspeche 74 2 1041.8 £36.2
3 1010.5 348.7
4
Cordoba, 152 toc. B 3 987.1 612.4
Redel1Th 234 2 987.0 £5¢.2
Medellin 229 3 98%.6 680.6
lires 5t 2 907.9 56%.6
Tacatecas esq. con Cordsha 2 920.8 77,
Rosa Sur ﬁct?lan 2 1 966.1 584.1
Bajfo 250 1 990. 811.7

S6.
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Coahuila 98 A 2 1005. 1~ 818.7
lercadu Helchor Ocampo. Puesto 342 1 438.2 284.3
' Puesto de | 940.0 630.0
Enrigueta C. de Pereira
toc. 2. Acc B-bis
Sta, Ma. La Amada Hervo 45 i 880.6 595.3
Ribera -2 1020.7 653.5
3 888,5 357.5
Antonio Alzate 45-A 2 999.1 658.0
3 998. 452,
Carpio 45-A 2 935.3 £03.0
3 943.0 837.6
Cedro 107 2. 1057.1 718.2
Cedro 290-E 1 1013, 114,
Cedro 292 Acc.f 2 1077.1 643.2
3 983.8 644.0
Cipres 11-9 { - 101B.0 866,35
2 951.5 -502.6
dfaz Mirgh s 2 B6%.3 536
Enrigue Glex Klrtfnex 187C ? 948. S74.8
3 95, 401, 4
Fresno 235-A 2 924.8 584.9
Fresno 230-A 3 984.8 604,86
Marfano Azuela It 1012.1 851.2
Mercado Loc, 10 3 937.4 £02.2
San Rafael Cedro $11 3 1048.9 481.3
Edison 18§ toc. € 2 994, 30,
3 998, 635,53
Ezequiel Kontes 4 Acc. F 1 934.1 9.7
2 981.7 809.5
3 981.9 352.8
Ezequiel Xantes 64-C 2 989.3 609.3
Manuel Altapirano 7 2 1033.4 821,
3 997, 633,06
Rosas Moreno )22-C 2 1006.6 835.9
3 589. 680.3
San Sison Protongacion Tarco 45 1 998. 4 582.9

$ No. ﬂE'luESII'ED €5 1 = 21 de tebrero, 2 =72 de sayo, 3 =

22 de agosto, todos de 1985.
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