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RESUMEN

Las aflatoxinas (AF) son una serie de metabolitos secundarios altamente tOxicos capaces
de producir cancer de higado y provocar mutaciones en diferentes tipos de células. Estos
metabolitos son producidos por los hongos Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius.
Estas toxinas se encuentran contaminando el maiz, principal ingrediente para la
elaboracion de tortillas en México y otros paises Latinoamericanos. Dada la importancia
toxicologica de estos compuestos, los objetivos de esta investigacion fueron identificar y
cuantificar las AF (AFB1, AFB,, AFG; y AFG,) presentes en las tortillas de maiz de la
Ciudad de México, por cromatografia de liquidos; asi como evaluar la capacidad
mutagena de las AF de las tortillas, con la prueba de Ames.

La presente investigacion consistié en la obtencién de 392 muestras de tortillas de 98
puntos de la Ciudad de México, durante los meses de abril y noviembre de los afios 2006
y 2007. Cada muestra const6 de 2 kg de tortillas. En cada lugar de muestreo se aplicé un
cuestionario para conocer la materia prima usada en la elaboracion de tortillas, el tipo de
maiz, la venta de los expendios, etc. Las muestras de tortilla se secaron y
homogeneizaron; se extrajeron, identificaron y cuantificaron las 4 aflatoxinas (AFB1,
AFB,, AFG; y AFG;) a submuestras de 50 g y se obtuvieron las AF totales. Mediante un
andlisis estadistico con pruebas de andlisis de varianza, se describieron los niveles de
significancia y posteriormente se aplico la prueba de Wilcoxon/ Kruskal-Wallis para poder
comparar las medianas contra el limite de tolerancia de la legislacion nacional (12 ug
kg™) y los factores de variacion: periodo de muestreo (abril = secas, noviembre = lluvias),
tipo de expendio (tortilleria y supermercado), materia prima (masa, harina o0 mezcla:
masa-harina), marca de harina (Maseca, Minsa, Agroinsa) y la delegacién politica de
muestreo.

Finalmente, para determinar el potencial mutdgeno de las AF de las tortillas, se realizé un
experimento en 2 partes, con 21 muestras de tortillas positivas a AF y 4 controles. A las
21 muestras se les extrajeron nuevamente las AF y se purificaron por cromatografia en
capa fina (TLC), para evaluar su potencial mutageno mediante la prueba de Ames. El
primer experimento consistié en la extraccion directa de las AF y su purificacién por TLC.
En el segundo experimento la extraccion se acidifico y después de 12 horas se neutralizé
y siguié el mismo tratamiento que el primer experimento. Los extractos de estos dos
experimentos se llevaron a sequedad y se resuspendieron en DMSO en el momento que
se realizd la prueba de Ames. Esta prueba consistié en adicionar el extracto de tortillas
purificado a placas de cultivo de Salmonella typhimurium TA98. Previamente se confirmo
la presencia de marcadores genéticos de la cepa Salmonella typhimurium TA98 y su
dependencia a la histidina.

Se logro estandarizar y validar el método de extraccion y analisis de AF en tortillas de
maiz, a partir de modificar el método para maiz. Los porcentajes de recuperaciéon de las
AF variaron de un 86% a un 95%, AFB; (86.4 — 95.4 %), AFB, (85.8 - 91%), AFG; (87.5 —
91.5%), AFG;, (87.8 — 91.5%). Los limites de deteccion basados en las curvas de
calibracién fueron: AFB; (0.5 pg kg ™), AFB, (0.6 ug kg %), AFG; (0.4 ug kg %), AFG, (0.4
ug kg™ y los de cuantificacién: AFB; (1.4 ug kg™), AFB, (1.9 ygkg™), AFG; (2.4 ug
kg™), AFG, (2.0 ug kg ™).



Los resultados indican que de un total de 392 muestras analizadas, el 13.8% de ellas
tuvieron AF. De estas 54 muestras, el 16 % (9 muestras) rebasaron el limite maximo
permisible establecido en la NOM-187-SSA1/SCFI-2002, y el 84% se encontraron por
debajo del limite maximo de tolerancia. Las concentraciones promedio de AF en las 54
muestras contaminadas fueron: AFB; (12.3 ug kg); AFB, (2.7 ug kg ); AFG; (71.9 ug
kg™) y AFG, (4.3 ug kg ), y para AF totales (20.5 pg kg ™).

Las AF totales de los 2 muestreos de tortillas del afio 2006 fueron: del periodo de secas
con 18.4 % (18/98), y de lluvias de 12.2 % (12/98), y para los 2 muestreos del afio 2007:
de secas de 10.2 % (10/98), y de lluvias de 14.3 % (14/98). Los rangos que presentaron
las diferentes AF fueron: AFB; (1.4 a 140.3 nug kg); AFB, (2 a 4.7ug kg™); AFG; (3.9 a
385.2 ng kg?); AFG, (2.4 a 5.9 ug kg') y AF totales (1.4 a 393.3 pg kg™).

Al realizar la prueba de Ames ninguno de los 21 extractos de tortillas fue mutagénico. Sin
embargo, en algunos casos se observd un efecto citotoxico, lo cual indica que las
cantidades de AF de las tortillas fueron suficientes para causar la muerte de las bacterias.
No obstante que un 14% de tortillas de la Ciudad de México tienen AF, el grado de
contaminacion bajé con respecto a estudios de la década de los afios ochenta. Los
factores analizados (mes de muestreo, tipo de expendio, materia prima, delegacion
politica), no tienen influencia sobre la concentracion de AF en las tortillas. La prueba de
Ames no mostré el poder mutagénico de las AF aisladas en los extractos de tortillas,
quiza por el efecto citotéxico detectado en algunas cajas de cultivo o la posible proteccién
brindada por compuestos del maiz.



ABSTRACT

Aflatoxins (AF) are secondary metabolites highly toxic with the capacity to produce liver
cancer and mutations in different kinds of cells. These metabolites are produced by
Aspergillus flavus, A. parasiticus and A. nomius fungi. These toxins contaminated the
corn, which is the main raw material to make ‘tortillas’ in Mexico and other Latinamerican
countries. Due to the toxicological importance of these compounds, the aims of the
present research were to identify and quantify the AF (AFB;, AFB;, AFG; and AFG,)
present in maize tortillas of Mexico City by liquid chromatography; and to evaluate their
mutagenic capacity by Ames Test.

The present research consisted on the chemical analysis of 392 tortillas samples from 98
sampling points of Mexico City, during the months of April and November of the years
2006 and 2007. Each sample had 2 kg of tortillas.

A questionnaire was applied to the persons in charge of each one of the 98 sampled
places, to know the exact ingredients, type of maize, amount of sales, etc. The tortilla
samples were dried and homogenized, and the 4 AF (AFB1, AFB,, AFG; and AFG;) were
extracted, identified and quantified from 50 g subsamples, finally total AF were obtained.

By a statistical analysis, using variance analytical tests, the levels of significancy were
described and later the applicance of Wilcoxon/ Kruskal-Wallis test to compare the
averages against the tolerance limit of the national legislation (12 pg kg™) and the variation
factors: sampling period (April = dry season and November = wet period), kind of store
(tortilla shop or supermarkets), ingredients (dough, flour or a mixture dough-flour), flour
trademark (Maseca, Minsa, Agroinsa) and the sampled borough.

Finally, to determine the mutagenic potential of AF from tortillas, an experiment in two
parts was done with 21 AF positive samples and 4 controls. The AF from the 21 samples
were extracted and purified by Thin layer chromatography (TLC), to evaluate the
mutagenic potential by Ames test. First the AF extraction and purification by TLC and in a
second part the extracted AF were acidified and after 12 hours they were neutralized and
the Ames test was followed. The extracts from both treatments, normal and acidified, were
dried and resuspended in dimethyl sulfoxide (DMSO), then they were applied to the S.
typhimurium TA 98 plates. Previously, the S. typhimurium TA 98 strain genetic markers
were confirmed and its dependency to histidine.

The extraction and chemical method of AF in maize tortilla was validated, standardized
from the modification of the AF in corn method. The AF recovery percentages changed
from 86% to 95%, AFB; (86.4 — 95.4 %), AFB; (85.8 - 91%), AFG; (87.5 — 91.5%), AFG,
(87.8 — 91.5%). The detection limits based on calibration curves were: AFB; (0.5 pg kg ™),
AFB, (0.6 ug kg ™), AFG; (0.4 ug kg ), AFG, (0.4 pg kg ) and the quantification limits:
AFB; (1.4 ug kg ™), AFB; (1.9 ug kg ™), AFG; (2.4 ug kg ™), AFG, (2.0 ug kg ™).

The results from 392 analyzed samples showed 13.8% with AF contamination. From these
54 samples, 16% (9 samples) traspassed the maximum permissible limit established in
NOM-187-SSA1/SCFI-2002, and 84% were below the maximum tolerance limit. The
average AF concentrations in the 4 contaminated samples were: AFB; (12.3 ug kg™);
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AFB, (2.7 ug kg 1 AFG; (71.9 ug kg ™) and AFG; (4.3 ug kg ™), and for total AF (20.5 ug
kg ™)

Total AF in the two sampling periods of 2006 were: the dry period with 18.4% (18/98), and
the rainy period 12.2% (12/98), and for the two samplings of the year 2007: the dry period
with 10.2% (10/98), and the rainy period 14.3% (14/98). The different AF ranges were:
AFB; (1.4 to 140.3 ug kg*); AFB, (2 to 4.7ug kg™); AFG; (3.9 to 385.2 ug kg'); AFG, (2.4
to 5.9 pg kg™) and total AF (1.4 to 393.3 ug kg™).

None of the 21 tortilla AF positive extracts were mutagenic in Ames test. In some cases a
cytotoxic effect was detected, indicating that the high AF quantities from tortilla samples
were enough to Kill the bacteria. Nevertheless, 17% of the tortillas of Mexico City have AF,
the contamination degree diminished in relation to the 80"s decade. The analyzed factors
(sampling month, kind of shop, raw material, borough), have no influence on the AF
concentration in tortillas. The Ames test showed that the AF isolated from the tortilla
extracts had no mutagenic power, the possible reason might have been the cytotoxic
effect detected in some TA-98 strain replicates or the possible protection given by certain
maize compounds.
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I. INTRODUCCION

1.1. Importancia del maiz y tortillas en México

Alrededor del cultivo del maiz se desarrollaron grandes culturas como la Azteca, la
Maya, la Olmeca. El maiz se domestic6 a partir de una variedad silvestre llamada
Teocintle (del ndhuatl teocintli), la domesticacién ocurrié hace alrededor de 8,000 afios,
como resultado de la seleccion del hombre. Se encontraron unas mazorcas primitivas
pequefias en las cavernas de Tehuacan, Puebla, lo cual sugiere que el maiz fue
domesticado al sur del centro de México
(Doebley, 2006).

Actualmente existen variedades de maiz en
México, con colores que van desde el
blanco, amarillo, rojo, azul hasta el morado
(Figura 1). EI maiz es el cultivo més
importante, cada afio se siembran
aproximadamente 8.5 millones de
hectareas, lo que representa 60% de la
produccién total de granos del pais
(Espinoza et al., 2005). La produccion
nacional de este grano, para el ciclo 2007,
fue de 23, 512, 751.85 toneladas con un Figura 1. Algunas variedades de maiz
rendimiento de 3.21 ton/ha (SAGARPA, mexicano.

2007), sin considerar los 10,348,756.72 toneladas de maiz forrajero producidos en el
mismo periodo. Sin embargo, México no produce todo el maiz que consume y cada afio
se recurre a fuertes importaciones.

Los agricultores mexicanos producen principalmente maiz blanco para consumo
humano, mientras que los estadounidenses producen maiz amarillo que en su mayoria
es utilizado para alimentar ganado. En el comercio internacional el maiz amarillo y el
blanco son considerados como dos productos distintos. Sin embargo, este cultivo fue
incluido en el Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN), en el cual el
maiz amarillo y el blanco son considerados como un solo producto (Nadal, 2000).
Aproximadamente 25% del maiz que se consume en México proviene de Estados
Unidos de América, y generalmente se importan maices quebrados de baja calidad
destinados a la alimentacion animal.

Desde principios de 1990 hubo mayores importaciones debido a la baja produccion
interna. En el Diario Oficial de la Federacion (DOF, 2003a), se presenta la proyeccion
de las cuotas minimas de importacion de maiz blanco y amarillo de Estados de Unidos
de América y Canada para el periodo 2004-2007 (Tabla 1).
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Tabla 1. Proyeccién de cuotas minimas para la importacion de maiz blanco
y amarillo provenientes de Estados Unidos de América y Canada
(DOF, 2003a).

Cupo

Descripcion * Pais de origen minimo® Ano

(toneladas)
3,359,790.9 2004
Maiz amarillo Estados Unidos  3,460,584.6 2005
Maiz blanco (harinero) de América 3,564,402.2 2006
3,671,334.2 2007
1,344.1 2004
Maiz amarillo Canada 1,384.4 2005
Maiz blanco (harinero) 1,425.9 2006
1,468.7 2007

* No se hace distincion entre los dos tipos de maiz.

El maiz se consume principalmente como tortillas, pero también como tamales,
tostadas, esquites, atole, pozol, pozole, pinole, etc. Algunos factores como la politica de
liberacién de precios, la desaparicion de CONASUPO vy de los subsidios a la tortilla, asi
como las facilidades para la importacion de maiz, han modificado la organizacion de la
cadena productiva maiz-tortilla provocando un crecimiento sin control y sin supervision
de las autoridades.

Segun el registro del Sistema de Informacibn Empresarial de la Secretaria de
Economia, solamente existen registradas 2 mil 520 tortillerias y 520 molinos de nixtamal
en todo el pais, de las cuales 237 tortillerias y 22 molinos de nixtamal se encuentran en
el Distrito Federal (SIEM, 2006). Sin embargo, la Camara Nacional de Maiz
Industrializado, tiene registradas a mas de 45 mil tortillerias. S6lo en la zona
metropolitana de la Ciudad de México se cuenta con alrededor de 14 mil expendios de
tortillas y molinos de maiz (Ribeiro, 2005).

La tortilla de maiz ha sido, por siglos, uno de los alimentos basicos de México,
representa la principal fuente de energia para la mayor parte de la poblacion (Rosado et
al., 1999). Recientemente el consumo de tortillas de maiz se ha extendido a Estados
Unidos de América, Canada y algunos paises de la Comunidad Europea (CE)
(Fernandez-Mufioz et al., 2006; Islas-Hernandez et al., 2006). Fernandez-Mufioz et al.
(2006) mencionan que el consumo de tortillas per capita en México es de 325 g por dia.
Por otra parte, Torres et al. (2001) y Plasencia (2004, 2005), sefialan que en las zonas
rurales el consumo de tortillas representa el 70% del aporte calérico y el 50% de
proteinas de la dieta. La produccion de tortillas en México, en 2001, fue de 11 millones
de toneladas métricas, de las cuales el 11% de la produccion utilizé6 harina de maiz
nixtamalizada (cifra que va en aumento); el 89% restante de la produccion de tortillas se
realizé con masa de maiz fresca. Sin embargo, por investigaciones previas se sabe que

! Cupo minimo es la cantidad minima de maiz que México debera importar de Estados Unidos de Norteamérica y
Canada segun el TLCAN.
2
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muchas de las tortillas que se consumen en el pais estdn contaminadas con AF
(Carvajal et al., 1986; Juan-Lopez et al., 1995; Torreblanca et al., 1986). Una de las
grandes modificaciones que ha sufrido la industria maiz-tortilla es la incorporacién, cada
vez mayor, de la harina nixtamalizada a los sistemas de produccion de tortilla debido a
la consolidacion de las industrias harineras (Maseca, Minsa, Agroinsa y Hamasa), y a
los avances tecnologicos que ha tenido la industria de los productos de maiz
nixtamalizado (Fernandez-Mufioz et al., 2006). Esta situacion puede resultar benéfica,
ya que las industrias tienen implementados programas de calidad y si ellas cumplen con
la legislacion nacional, el problema por AF en tortillas producidas con harina
nixtamalizada debera ser minimo.

1.2. Diferentes mohos que contaminan el maiz y sus productos derivados

Las micotoxinas se pueden producir en el campo, transporte o almacén. Las
condiciones climéticas son esenciales para el desarrollo de los hongos, asi, Fusarium,
Aspergillus y Penicillium son micromicetos de campo (Almeida et al., 2002; Wyllie y
Morehouse, 1978). Nesci et al. (2006), identificaron en el maiz de Argentina a los
géneros Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Trichoderma, Cladosporium y Alternaria. La
colonizacion de una cepa de hongo y dominio de un sustrato, se ve afectada por
factores bidticos y abidticos. La produccion de toxinas (por las cepas toxicogénicas), se
inhibe o favorece por la presencia de otros hongos. La produccion de fumonisinas se
inhibe por el desarrollo de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus y
Penicillium implicatum (Sanchis et al., 2000), por competencia de nutrimentos, la
produccién de metabolitos toxicos o la destruccion de las toxinas de Fusarium. La Tabla
2 presenta valores DLsg para micotoxinas en aves y la Tabla 3 un listado de diversos
hongos, sus toxinas, del tipo de toxicidad y de los animales mas sensibles a ellas.

Tabla 2. Valores de DLsg para algunas micotoxinas en aves (Devegowda y Murthy,

2005).

Toxina DLso (mg kg™)
Aflatoxinas 0.0065
Ocratoxinas 3.6
T-2 4,9-5.2
Moniliformina 5.4
Diacetoxiscirpenol 3.8-5.9
Citrinina 95
Deoxinivalenol 140
Fumonisina B; 300*
Acido ciclopiazénico 100

DLso= Dosis letal en la cual mueren el 50% de los animales de prueba.
* No es DLso. En péjaros esta concentracion produce postracion, decaimiento, reduccion en la
ganancia de peso en 19% y hepatomegalia del 30%.
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1996; Kutzman, et al., 1987).
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Tabla 3. Distintos hongos y sus toxinas (Bonifaz, 2002; Ehrlich, 2007; Goto, et al.,

Hongo Toxina Sustrato Toxicidad Animales
afectados
Aspergillus
Aspergillus flavus  Aflatoxinas
(B1,B>)

A. parasiticus

AF(B1,B, Gy, Go)

Cereales (maiz,

Hepatotoxica

Pavos, gallinas,

: arroz, mijo, etc.) (cancerigena) cerdos, truchas,
A. nomius AF(B,, B, G;, Gy) ; )
A tamarii AF (B, By) Cacahuates Abortiva bovinos y hombre
A. pseudotamarii  AF (B4, B»)

A. ochraceus

Ocratoxinas

Cereales (maiz,

Hepatotoxica

Pollos, cerdos,

centeno, trigo, (abortiva) ganado bovino
etc.)
Penicillium
Penicillium Islandiotoxina Granos y Hepatotoxica Aves de corral
islandicum oleaginosas
P. viridicatum Viridotoxina Granos (trigo, Necrosis renal Ganado bovino
arroz y centeno) Enteritis Aves de corral
Hombre
P. citrinum Citrinina Granos y Nefrotoxica Aves de corral
cereales
P. rubrum Rubratoxina Granos y Hemorragia Pavos
cereales (renal y hepatica) Hombre
P. citreoviride Citreoviridina Granos Neurotéxica Gallinas, pavos,
patos
Fusarium
Fusarium roseum  Fusarina Frutos y Estrogénica, Ganados porcino
verduras Abortiva e y bovino
inmunodepresora
F. tricinctum Fusarina Maiz, trigo,  Aleucia toéxica, irritacibn y Ganado vacuno,
T-2 sorgo, arroz.  necrosis dérmica, gastrotoxica, hombre
neurotoxica, cancerigena
F. graminearum Zearalenona Frutos y Estrogénica y abortiva Ganados porcino
semillas y bovino
F. nivale Butenolida Avenay Neurotéxica y gastrotoxica Caballos y
cereales hombre
Claviceps
Claviceps Ergotoxina Centeno, Vasoconstrictora. Animales
purpurea Ergotamina cebada, trigoy  Estimulante del masculo liso. herbivoros.
Ergocristina mijo. Abortiva.Vaso dilatacion.
Dafio cerebral y gangrenas Hombre
Stachybotrys
Stachybotrys atra Estaquibotriotoxina Paja y forraje Faringitis y rinitis; irritacion Caballos

dérmica, leucocitopenia
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1.3. Aspergillus spp., y la produccion de aflatoxinas

Las aflatoxinas (AF) son un grupo de compuestos que se descubrieron, en Gran
Bretafia en 1960, tras la muerte de 100,000 pavos que fueron alimentados con harina
de cacahuate proveniente del Brasil. Dicha harina se hallaba contaminada con
Aspergillus flavus (Asao, et al., 1965; Bata y Lasztity, 1999; Blesa, et al., 2004,
Chiavaro, et al., 2001; Holcomb, et al., 1992; Jaimez, et al., 2000; Kok, 1994; Kussak, et
al., 1995; Otta, et al., 2000; Papp, et al., 2002; Park, et al., 2004; Rastogi, et al., 2001;
Shenashi, et al., 2002; Simon, et al., 1998; Steciow, 2003; Stroka, et al., 2000). Diversos
estudios permitieron determinar una serie de compuestos fluorescentes a los cuales se
les denomind AF (Asao et al., 1963). Se conocen casi 20 diferentes tipos de AF pero
destacan cuatro de ellas B; (AFB;), B2 (AFBy), G1 (AFG1) y G2 (AFG,), debido en gran
parte, a su alta actividad cancerigena, mutagénica y teratogénica, son las mas
frecuentes, abundantes y todas ellas se derivan del metabolismo de la AFB; (Asao, et
al., 1963).

Actualmente se conoce que Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y Aspergillus
nomius sintetizan en su metabolismo a las AF (Manonmani, et al.,, 2005). Estas
especies fungicas son capaces de colonizar y producir sus toxinas en diversos medios y
de éstos pasar a los alimentos por ejemplo las semillas y pastas de oleaginosas como
son cacahuate, nueces, avellanas, pistaches, semilla de girasol, algodon, soja 0 soya,
sésamo o0 ajonjoli, almendras. (Blesa, et al., 2004; Chan, et al., 2004; Stroka, et al.,
2000; Williams y Wilson, 1999); cereales y sus derivados como maiz, arroz, trigo,
avena, cereales para desayuno, sorgo, cebada y centeno (Chan, et al., 2004; Otta, et
al., 2000; Park, et al., 2004; Saleemullah, et al., 2006); especias y chiles secos como la
paprika, comino, chile en polvo. (Bircan, 2005; Stroka et al.,, 2000); frutas secas
(Shenasi, et al., 2002); en leche y quesos (Carvajal, et al., 2003a; 2003b; Cavaliére, et
al., 2006; Manetta, et al., 2005; Prandini, et al., 2009; Rosi, et al., 2007); cerveza (Scott,
1996) y en alimentos para animales (Sharman y Gilbert, 1991).

Los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus sintetizan de manera
predominante AFB;, que es el compuesto mas toxico del grupo (Steyn, 1980). A. flavus
produce solamente AFB; y AFB,, mientras A. parasiticus, presente en nueces Yy
cacahuate, llega a producir las cuatro aflatoxinas (B, B2, G1 y G2) (Chang, et al., 2005).
No todas las especies de Aspergillus spp., son capaces de producir AF (Leeson, et al.,
1995). El genotipo de cada especie determina la aflatoxicidad, algunos factores
bioldgicos, quimicos y ambientales determinan la cantidad de AF, producidas por las
cepas aflatoxicogenas de este hongo en un sustrato determinado. Por ejemplo, existen
dos morfotipos de A. flavus, las cepas S y L. En general la cepa S produce mayor
cantidad de AF que la cepa L. Los factores climaticos y geograficos tienen influencia
sobre la capacidad de producir AF por la cepa S (Cotty y Jaime-Garcia, 2007).

El desarrollo del hongo Aspergillus spp., se estimula por factores fisicos como son la
temperatura y la humedad relativa de la atmosfera y del sustrato, o por factores
bioldgicos, bioquimicos y ambientales (Cotty y Jaime-Garcia, 2007; Pohland y Wood,
1987). La produccién de AF en el sustrato se lleva a cabo en dos etapas. La primera
relacionada con las practicas agronomicas, los dafios por insectos, la falta de agua y
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nutrimentos para la planta. La segunda etapa se realiza en cualquier tiempo desde la
maduracion hasta el consumo. En esta etapa el cultivo se expone a climas calientes,
humedad, durante la cosecha, el transporte y el almacenaje. El hongo produce AF si las
condiciones de almacenamiento son inadecuadas es decir, entre 20 y 40 °C, con un 10
a 20% de humedad y un 70 a 90% de humedad relativa en el aire (Cotty y Jaime-
Garcia, 2007; Sendra y Carbonell, 2005).

Las AF son producidas por los hongos filamentosos cuando, bajo determinadas
condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas, se interrumpe la reduccion de los grupos
ceténicos y se favorecen reacciones de condensacion en la ruta metabdlica para la
produccion de acidos grasos (Ehrlich, et al., 2002). Este proceso trae como resultado la
sintesis de compuestos policetonicos (aflatoxinas). La ruta bioquimica generalmente
aceptada para la biosintesis de las AF involucra aproximadamente 23 reacciones
enzimaticas y la mayor parte de los genes involucrados ha sido aislado y caracterizado
(Cleveland, et al., 2005; Ehrlich, et al., 2002; Scherm, et al., 2005). Estudios recientes
sugieren que la regulacion transcripcional en la biosintesis por Aspergillus sp., envuelve
un modelo complejo de accion positiva 0 negativa afectada por respuestas fisiolégicas
debido a estimulos internos y externos (Scherm, et al., 2005). La sintesis de las AF
inicia cuando una molécula de acetato y una de malonil CoA son transformados a una
unidad inicial de hexanoil por la accion de la enzima acido-graso sintetasa (Coran y
Craig, 2002; Sweeney, et al., 1999); luego esta unidad crece por la accion de la
policétido sintetasa hasta la formacién del acido norsolorinico, el primer precursor
estable de la ruta biosintética (Figura 2).

El policétido sufre posteriormente de 12 a 17 transformaciones enzimaticas hasta llegar
a la formacion de versicolorina Ay B como lo muestra la Figura 2. De la versicolorina A
se derivara la formacion de AFB; y AFG; a partir de un intermediario llamado dimetil-
esterigmatocistina y por su parte la versicolorina B producira dihidro-dimetil-
esterigmatocistina la cual lleva a la produccion de las AFB; y AFG; (Scherm, et al, 2005;
Sweeney, et al.,, 1999; Woloshuk y Prieto, 1998). Cabe mencionar que Aspergillus
flavus, A. parasiticus, A. nomius y otros ascomicetos y deuteromicetos incluyendo A.
nidulans producen la micotoxina llamada esterigmatocistina que resulta ser el penudltimo
intermediario en la ruta de la sintesis de las AF (Sweeney, et al., 1999).

Gimeno y Martins (2004), sugieren que las micotoxinas se suelen formar al final de la
fase exponencial o al principio de la fase estacionaria del crecimiento del moho. El
desarrollo del hongo se ve favorecido si los granos estan dafiados por insectos o
roedores. Pero, aun en ausencia de estas condiciones, si ya han germinado algunas
esporas en el sustrato, se pueden formar "nichos ecoldgicos" que favorecen el
desarrollo de sectores con micelios generadores de AF porque al respirar produce
agua, aumentando la humedad de algunas semillas o granos (Steciow, 2003).
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Figura 2. Ruta biosintética de la esterigmatocistina y aflatoxinas. Enzimas involucradas: (a)
Acido-graso sintetasa, (b) policétido sintetasa, (c) acido norsolorinico reductasa, (d) versiconal
hemiacetal acetato reductasa, (e) esterasa, (f1) versicolorina B sintetasa, (f2) versiconil ciclasa,
(g) desaturasa, (h) O-metil-transferasa (MT-II), (i) O-metil-transferasa, (j) O-metil-transferasa
(MT-I). Genes involucrados en la biosintesis de las aflatoxinas: [A] faslA y fas2A, [B] pksA, [C]
norl, norA, [D] avnA, [E] avfl (afB and afW), [F] vbs, [G] verB, [H] verlA, afS, [I] omtA y [J] ord1l.
Genes involucrados en la sintesis de la esterigmatocistina: [a] stcJ and stcK, [b] stcA, [c] stcE,
[d] stcF, [e] stcl, [f] stcN, [g] stcL, [h] stcS, [i] stcU and [j] stcP (Sweeney, et al., 1999).
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1.3.1. Estructura quimica de las aflatoxinas

El término aflatoxina hace referencia a los policétidos del grupo de difurano-cumarinas
que se dividen en dos subgrupos segun su estructura quimica. Las difuro-cumaro-
ciclopentanonas que abarcan a las AF de las series B, Q, P y M (AFB1, AFB,, AFB2,,
AFM;, AFM,, AFM,, AFQ1, AFP; y al aflatoxicol), el segundo subgrupo corresponde a
las difuro-cumaro-lactonas en las que se encuentran las AF de la serie G (AFG;, AFG,,
AFG3,), (Leeson, et al., 1995; Nakali, et al., 2008; Rastogi, et al., 2001).

Como lo indican los nombres de los grupos, la estructura basica de las AF consiste en
un dihidrodifurano o tetrahidrodifurano unido a una cumarina substituida por una
ciclopentanona o una lactona (Figura 3), (Jaimez, et al., 2000; Leeson, et al., 1995;
Palmgren y Hayes, 1987). Adicionalmente, otra diferencia estructural que distingue a las
AFB; y AFG; es la presencia de un doble enlace en la posicion 8,9 que forma el vinil
éter en el anillo terminal del furano. Esta insaturacion no se encuentra en las AFB; y
AFG; (Proctor, et al., 2004), lo cual tiene impacto sobre su toxicidad.

De las AF conocidas solamente AFB;, AFB;, AFG; y AFG, son sintetizadas
naturalmente por el hongo productor. Las otras AF (Mi, Mz, P1, Q1, G2a, Boa ¥y
aflatoxicol), son productos del metabolismo microbiano o de animales (Lindner, 1995;
Palmgren y Hayes, 1987). Autores como Akiyama, et al. (2001); IARC, (1993 y 2002);
Jaimez, et al. (2000); Otta, et al. (2000); Rastogi, et al. (2001); Williams y Wilson (1999)
han reportado que la AF mas peligrosa del grupo es la AFB;, debido a que es un potente
teratdgeno, mutageno y hepatocancerigeno.

AFL AFM;

Figura 3. Estructuras quimicas de las principales aflatoxinas (Juan, et al., 2007).
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1.3.2. Propiedades fisicoquimicas de las aflatoxinas

Las AF son sustancias extremadamente peligrosas, muestran un alto poder téxico,
cancerigeno y mutageno de acuerdo con el siguiente orden AFB; > AFG; > AFG; >
AFB.,. La estructura de las AF, descrita anteriormente, provoca que estos compuestos
muestren importantes efectos sobre los sistemas bioldgicos (Moreno y Kang, 1999).

Las AF son sélidos cristalinos que van del color blanco palido al amarillo, sin aroma, sin
sabor y son solubles en disolventes organicos como el metanol, cloroformo, acetona,
acetonitrilo, benceno; e insolubles en agua.

Una de las propiedades fisicoquimicas de mayor importancia para la identificacion de
las AF es que emiten luz fluorescente al ser excitadas por luz ultravioleta. EIl nombre de
las AF se dio por el color de su fluorescencia, asi las AF del grupo B emiten
fluorescencia azul y las del grupo G emiten fluorescencia verde. Los subindices 1y 2 se
asignaron segun su corrimiento en cromatografia de capa fina, siendo el nimero 1
asignado a las de mayor corrimiento.

Estos compuestos pueden ingresar al organismo al ser ingeridos, absorbidos por la piel
o inhalados causando diversos dafios al organismo, en la Tabla 4 se muestra la
férmula molecular, masa molecular y punto de fusion de las AF.

Tabla 4. Masa y férmula molecular de las AF (Organizacion Panamericana de la
Salud, 1983; Reddy y Farid, 2006).

: . Peso Molecular Punto de fusién

Aflatoxina Férmula Molecular (UMA) °C)

B C17 H1206 312 268-269

B, C17 H1406 314 286-289

G, C17 H1207 328 244-246

G, C17 H1407 330 237-240

M1 C17 H1207 328 299

M, C17 H1407 330 293

B»a C17 H1407 330 240

Goa C17 H140s 346 190

Como se aprecia en la Tabla 4 los puntos de fusién de las AF son muy altos, de modo
que resisten las temperaturas de coccion de los alimentos, de pasteurizacion y
ultrapasteurizacion sin descomponerse. La nixtamalizacion sélo las enmascara, no las
elimina, y son resistentes a la fermentacion, de modo que pueden estar presentes en
bebidas y alimentos y sus productos derivados.



Capitulo | Introduccién

1.3.2.1. Susceptibilidad de las AF a medios fisicos
a. A la temperatura

Las AF presentan temperaturas de descomposicion muy elevadas en un inervalo de
237 °C (AFG;) a mas de 320 °C (AFP;). La AFB; en cristales es muy estable al calor
seco incluso a temperaturas elevadas cercanas al punto de descomposicién de 267 °C.
Bajo las condiciones normales de cocimiento casero se alcanzan temperaturas
aproximadas a los 150 °C, por lo que la AFB; y AFG; no se destruyen. Sin embargo, la
reduccion de estas toxinas dependera del nivel inicial de contaminacion, la temperatura
y tiempo de calentamiento asi como el tipo de AF y al alimento (Rustom, 1997).

La destruccion de las AF esta en funcién del contenido de humedad, el pH y la
presencia de compuestos iGnicos, o sea con carga eléctrica, en el alimento. El
contenido de humedad del alimento es un factor critico; en alimentos con mayor
porcentaje de humedad la destruccion es més sencilla. La destruccion de las toxinas se
puede realizar en alimentos o matrices contaminadas con un alto contenido de agua
como semillas oleaginosas, cacahuates o en soluciones. El mecanismo de degradacion
y los productos derivados de él no se conocen completamente, sin embargo, se
considera que el anillo de lactona se abre permitiendo la posterior descarboxilacién a
temperaturas elevadas (Reddy y Farid, 2006).

b. Al pH

En soluciones alcalinas se observa la hidrdlisis lenta de anillo de lactona de las AF.
Esta hidrolisis es reversible, con la consecuente formacion del anillo por la acidificacion
del medio (Price y Jorgensen, 1985; Torres et al., 2001). El rol que juega el pH en la
inactivaciéon de las AF se realiza junto con temperaturas superiores a 100 °C. Un
estudio realizado por Rustom (1993), muestra los efectos del pH (5, 8 y 10.2),
temperatura (121, 130 y 140 °C) y tiempos de calentamiento (entre 5y 20 segundos y
15 minutos) sobre la actividad mutagénica de bebidas de cacahuate contaminados
artificialmente con AFB;. El tratamiento realizado con pH de 8.0, no tiene ningun efecto
sobre la mutagenicidad, sin embargo, los tratamientos adicionales a pH 10.2 a 130 °C,
por 20 segundos, y pH 10.2, 121 °C, por 15 minutos reducen a la AF en un 78 y 88%
respectivamente. La disminucion de la mutagenicidad se le atribuye a la transformacion
de AFB; a AFD; la cual resulta ser 450 veces menos mutagénica. El anillo de lactona
se hidroliza por el NaOH adicionado para ajustar el pH. Los tratamientos que se
realizaron con pH 5, a 130 °C, por 20 segundos, disminuyeron la mutagenicidad en un
76 % y con pH 5, a 121 °C por 15 min disminuyé en 73 %. La disminucion del efecto
mutageno se atribuye a la hidratacion parcial del anillo de lactona por la presencia del
HCI adicionado para ajustar el pH. La AFB; es transformada a AFB,, que es 1000
veces menos mutagena. El cambio de pH de 8 a 5 6 10.2 no resulta ser significativo
para la reduccion de la mutagenicidad si no hay calentamiento (Rustom (1993). Sin
embargo, para AF en tortillas de maiz los datos muestran un comportamiento contrario
(Carvajal et al., 2000).
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De manera general el efecto de soluciones acidas o basicas con calentamiento
superior a 100 °C provocan la apertura del anillo de lactona con su consecuente
descarboxilacion y la reaccién puede provocar la pérdida del grupo metoxilo del anillo
aromatico. Reacciones similares se observan con amonio y varias aminas (Reddy y
Farid, 2006).

En presencia de acidos inorganicos, las AFB; y AFG; se transforman en las By, y Gaa
(Holcomb et al., 1992). El medio fuertemente &acido cataliza la adicion de moléculas de
agua al doble enlace del anillo de furano. Por otra parte, en presencia de acido acético
y de acido clorhidrico, la reaccion produce un derivado con un grupo acetoxi. Uniones
similares de AFB; y AFG; se han sintetizado empleando acido formico-cloruro de
tionilo, acido acético-cloruro de tionilo, acido trifluoro acético (Reddy y Farid, 2006).

C. A los agentes oxidantes y reductores

Muchos agentes oxidantes como el hipoclorito de sodio, permanganato de potasio,
peroxido de hidrégeno, ozono y perborato de sodio, reaccionan con las AF y cambian
la estructura de la molécula de AF con pérdida de fluorescencia. Los mecanismos de
reaccion son inciertos y los productos derivados de estas reacciones no se conocen en
muchos casos (Reddy y Farid, 2006).

La hidrogenacion de AFB; y AFG; produce las AFB; y AFG,. Una nueva reduccion de
AFB; con tres moles de hidrégeno produce tetrahidroaflatoxina. La reduccion de AFB;
y AFB; con borohidruro de sodio produce aflatoxina B; y B, reducidas (AFRB; y
AFRB;) respectivamente, como resultado de la apertura del anillo seguida de la
reduccion del grupo acido y la reduccion del grupo cetona en el anillo de
ciclopentanona (Reddy y Farid, 2006).

1.3.3. Efectos toxicos de las aflatoxinas en los seres vivos

Las AF son moléculas que se ligan a los acidos nucleicos y por eso afectan todos los
seres vivos incluyendo los virus.

a) Plantas

Las plantas también son afectadas por las AF, Wyllie y Morehouse (1978) reportan que
semillas de mastuerzo (Lepidium sativum), tratadas con dosis de AF de 10 a 50 ug
mL™ redujeron su porcentaje de germinacién. Con dosis de 1 pg de AF por mL de
extracto se reduce el desarrollo de la radicula y producen una elongacion del
hipocotilo, sin embargo, la germinacion no se ve afectada.

La presencia de AFB; inhibe la formacion de clorofila, la sintesis de proteinas,
afectando la produccion de algunas enzimas (oa-amilasas), necesarias durante la
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germinacion. También se observan dafios en la replicacion del ADN mitocondrial, la
incorporacion de aminoacidos y la mitosis se ven inhibidos (Wyllie y Morehouse, 1978).

b) Animales

Todas las especies animales son sensibles a los dafios por AF, la diferente
susceptibilidad depende de la especie, edad, sexo, exposicion a agentes infecciosos y
estado nutricional (Bennett y Klich, 2003). La induccion de diferentes tipos de cancer
por estas toxinas ha sido muy estudiada. Hay reportes (Devegowda y Murthy, 2005)
sobre las AF como hepatocancerigenos y esto baja la productividad en ganado bovino
y aviar, causando una disminucién en la produccion de leche en vacas, reduccion en el
tamafio y peso del huevo, disminucion en la talla y velocidad de crecimiento de pollos.
También, existe gran susceptibilidad a las infecciones recurrentes (coccidiosis,
colisepticemia y salmonelosis), debido a un estado de inmunodepresion (Pier et al.,
1977).

Otros efectos observados en los animales alimentados con piensos contaminados son:
toxicidad embrionaria (dosis de AFB; bajas), disfuncién gastrointestinal, reduccion en la
reproduccion, reduccion de la eficiencia de transformacion del alimento en peso
corporal, deficiencia en la asimilacion de nutrientes, falta de apetito, incremento en la
tasa de mortalidad, anemia e ictericia. Por otra parte, los animales lactantes pueden
ser afectados por la transformacion de la AFB; a AFM; que es excretada en la leche
(Bennett y Klich, 2003; Devegowda y Murthy, 2005).

Los individuos jovenes de todas las especies son mas susceptibles, aunque todos los
animales son afectados en mayor o menor medida. El efecto toxico y cancerigeno de la
AFB; requiere que se active por la accion enzimética del citocromo P4so 3A4 (CYP4sp),
formando un metabolito altamente reactivo llamado AFB; 8,9-epdxido (AFBO). Este
epoxido se forma en el furano terminal de la molécula de AFB; (Jeffrey y Williams,
2005; Phillips et al., 1999).

En la Figura 4 se esquematiza el proceso de activacion de AFB; con los residuos de
guanina y adenina. AFBO se une covalentemente a la molécula de ADN, ARN y otras
proteinas constituyentes (McKean et al., 2006). EI AFBO forma un enlace con el ADN
en la posicion N-7 del residuo de guanina produciendo inicialmente el aducto 8,9-
dihidro-8(N’-guanil)-9-hidroxiaflatoxina B; (AFB;-N’-Gua) (Bennett y Klich, 2003).
Estudios realizados con roedores in vivo reportan que la AFB;-N’-Gua representa casi
el 90% de los aductos unidos al ADN. Con el tiempo esta molécula es transformada a
una forma més estable, la cual tiene el anillo de imidazol abierto 8, 9- dihidro- 8 (N°>- 2,
5’, 6’- triamino- 4’- oxo- N°- pirimidil) 9-hidroxiaflatoxina B, (AFB1-FAPY). Los aductos
de AFB;. ADN se han detectado en los higados de numerosas especies animales
susceptibles a cancer después de exposicion aguda o crénica (McKean et al., 2006;
Phillips et al., 1999).
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Figura 4. Activacion de AFB; para formar el aducto 8,9-AFB; epdxido. Estructura (parcial) de
los dos aductos mas abundantes (Jeffrey y Williams, 2005)

c) Hombre

Los agentes cancerigenos y mutagenos se encuentran en diversos productos
vegetales y animales contaminados con esporas de diversas especies de hongos. Las
toxinas se producen durante el almacenamiento o preparacion de los alimentos.
Numerosas investigaciones correlacionan la presencia de diversos tipos de cancer con
las dosis de diferentes toxinas de la dieta humana (Knize et al., 2003).

Las AF ingeridas se metabolizan y producen efectos adversos en la salud de los
animales y del hombre. La enfermedad causada por la ingestion de las AF se llama
aflatoxicosis. La aflatoxicosis aguda conlleva a la muerte, sin embargo, en niveles
cronicos los resultados son cancer hepatico, inmunosupresion, dafos nefrotdxicos,
neurotdxicos y gastroentéricos entre otros (Bennet y Klich, 2003; Blesa et al., 2004,
Niedwetzki et al., 1994; Leeson et al., 1995; Shenasi et al., 2002).

D’Mello y McDonald (1997), demostraron que empleando alimento contaminado, con
0.5 mg de AF por kg de alimento, se induce dafio y se produce carcinoma en animales
de laboratorio. Estudios epidemioldgicos realizados en Africa y Asia muestran la
susceptibilidad de los humanos hacia las AF, donde una de las principales causas de
muerte es el cancer de higado (hepatocarcinoma). La tasa de mortalidad por
hepatocarcinoma es de por lo menos 300,000 muertes por afio Guzman (2001). Los
estudios epidemiolégicos muestran un aumento de cancer y de hepatocarcinomas en
regiones donde ha aumentado la ingestion de alimentos contaminados con AF
(Williams y Wilson, 1999). Investigaciones realizadas en 185,000 muestras de
cacahuate provenientes de Brasil, Guatemala, Irlanda, México, Suiza, Reino Unido,
Estados Unidos de América y Rusia indican que solamente el 1% del total de muestras
en estudio presentan niveles de AF menores a 20 pg kg™, mientras que el resto supera
este valor (Bhat y Miller, 1991; Garcia et al., 2001; Robledo et al., 2001). Hay diversas
micotoxinas en los alimentos como las AF, fumonisinas, zearalenona (Lindner, 1995).
El maiz de la India present6 entre 6.25 y 15.6 mg de AF totales (AFt) por kg, que son
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cantidades que provocan dafio hepatico agudo. En 1974, se documentaron 108 casos
de cirrosis hepatica en nifios por ingerir maiz contaminado con AF, entre 0.25 y 15 mg
de AFt por kg al dia. La ingesta de AF por nifios, se asocia también con el sindrome de
Reye con encefalitis y degeneracion grasa de visceras (Nelson et al., 1980).

Jaimez et al., (2000) reporta que en Tailandia, la presencia de AF es un mal endémico
y las AFB;, AFG1, AFB; Yy sus metabolitos AFP; y AFQ; se aislaron de higado humano.
Estos metabolitos de las AF se relacionan en forma directa con cancer. Lippmann
(2000) sugiere un riesgo a desarrollar cancer hepatico, en el sur de Guangxi, China,
por la exposicion a dosis diarias de AF en niveles de 16.9 a 20 mg de AF por kg de
peso corporal, que es significativamente menor a lo observado en estudios con ratas
macho. Adicionalmente, se correlacioné este riesgo a desarrollar hepatocarcinoma con
la presencia de infecciones por VIH y hepatitis B (Proctor et al., 2004).

Estudios epidemiolégicos de Kenya reportan, en julio de 2004, la intoxicacion de 317
individuos de los cuales 125 murieron por hepatoxicidad aguda debido a la ingestién de
maiz contaminado con AF (Lewis et al., 2005). Se muestrearon 65 mercados y se
analizaron 350 muestras de productos de maiz, donde el 55% sobrepasé el limite de
20 ug kg™*; 121 muestras de maiz (35%) sobrepasaron 100 pg kg™ y 24 muestras (7%)
tuvieron méas de 1000 pg kg™, esto representa que la poblacién consumidora en estos
mercados esta expuesta a altos niveles de AF con un alto riesgo a la salud.

Gimeno y Martins (2004), sefialan que los principales factores que influyen sobre la
toxicidad de las AF en los humanos son: a) biodisponibilidad, b) la toxicidad, c) la
concentracion de AF ingerida diariamente, d) la cantidad de alimento ingerido, €) la
continuidad o intermitencia de ingestion del alimento contaminado, f) el peso, g) el
estado fisiolégico, h) la salud y i) la edad del individuo. Phillips et al. (1999), sefialan
que en el este de Estados Unidos de América se ingieren diariamente de 0.0002 a 0.11
ug kg de AF por dia y en regiones con alta prevalencia de hepatocarcinoma como
Guangxi, China, la ingesta de AF se estima de 1 a 2 ug kg™ por dia.

La AFB;, es la toxina predominante en maiz de Guangxi, China, region con alta
incidencia de hepatocarcinoma humano. El maiz tuvo concentraciones de 9 a 2496 ug
kg™ y una incidencia del 85%:; la concentracién promedio de AFB; en maiz de esta
zona de alto riesgo fue de 184.1 ug y la ingesta probable por humanos se estimé en
3.68 png kg™ de peso corporal por dia que es 3.20 veces mayor que la DL so en ratas (Li
et al., 2001).

1.3.4. Aflatoxinas en maiz y tortillas

Actualmente se reconoce la presencia de micotoxinas en los cereales, especias,
piensos y el maiz (Bhat y Miller, 1991). Numerosos estudios han demostrado la
presencia las AF en los granos de maiz (Abbas et al., 2002; De Arriola et al., 1986 y
1988; Carvajal y Arroyo, 1997; Garcia et al., 2001; Li et al., 2001; Liu et al., 2006;
Medina-Martinez y Martinez, 2000; Moreno y Kang, 1999; Nesci et al., 2006; Plasencia,
2004 y 2005; Price y Jorgensen, 1985; Torreblanca et al., 1986; Torres et al., 2001,
Trucksess et al., 2002; Williams et al., 2005). La incidencia de las AF ha sido
documentada en México y otros paises. Carvajal y Arroyo (1997), determinaron AF (15
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a 1971 pg kg™) en maiz proveniente del Estado de Tamaulipas, México, donde muchas
muestras sobrepasaron 20 pg de AF totales kg™ que es el limite maximo de las
legislaciones nacional y de los Estados Unidos de América para maiz destinado a
elaborar productos para consumo humano (Juan-Lépez et al., 1995). El gobierno
mexicano implement6 un programa de monitoreo de los cultivos de maiz y se encontro
que el 87% de ellos presentaban concentraciones de AF muy altas. Aproximadamente
60,000 toneladas de maiz (con concentracién promedio de 295 pg AF kg?), fueron
puestas en cuarentena y se probaron distintos métodos para reducir las AF pero no
resultd econdmicamente viable (Juan-Lopez et al., 1995; Plasencia, 2005). En el
Estado de Sonora se determiné la incidencia de AF en 133 muestras de maiz de las
cosechas de 1996, 1997 y 1998, donde el 33% estuvieron contaminadas (1 a 18 ug
kg™), y los niveles mas altos estuvieron debajo del limite de tolerancia legal (Garcia et
al., 2001).

En Venezuela el 16.6 % de muestras de maiz amarillo tuvieron AFB; (5 a 50 pug kg™),
se encontré también fumonisina B; (Medina-Martinez y Martinez, 2000).

Por la importancia que representa el maiz y las tortillas para diversas poblaciones
latinoamericanas, se ha estudiado el grado de retencion de micotoxinas durante el
procesamiento del grano (De Arriola et al., 1988; Bhat y Miller, 1991), que se inicia con
la coccidn alcalina (con éxido de calcio, CaO) o nixtamalizacién. Por otro lado, Carvajal
et al. (1986), hallaron diversas micotoxinas en muestras de maiz, de trigo y en sus
tortillas e indicaron que las AF, la zearalenona y el deoxinivalenol (DON) no se
destruyeron con el tratamiento alcalino (con cal al 2%), ni a temperaturas de cocimiento
de 110°C.

En Guatemala se inoculé el hongo Aspergillus parasiticus NRRL 2999 en maiz
variedad Nutricta se obtuvieron altos niveles de AF (1360 y 1896 pg kg™) en grano para
la elaboracion de tortillas. Se elabor6 masa nixtamalizada empleando 1 y 3 %
masa/masa, de 6xido de calcio (CaO). Las tortillas producidas con concentraciones
alrededor de 10% de CaO no resultan tener buenas caracteristicas organolépticas. Los
niveles de cal probados, correspondientes a las concentraciones tradicionales (1 a 3%)
empleadas en Guatemala, aparentemente disminuyen la concentracion de AF en la
masa en un 96.67% y en la tortilla en un 97.9%. De las cuatro AF analizadas, la G1 y la
G, resultaron ser las mas susceptibles al tratamiento alcalino teniendo un 100% de
degradacion. Por otra parte, la AFB; resultd ser mas resistente al tratamiento alcalino
gue la AFB; (De Arriola et al., 1988).

Estos datos se refieren a la pérdida de la fluorescencia de las AF, pero al cambiar a un
pH acido, las AF se reactivan de modo que no se puede asegurar la inocuidad
alimentaria. El limite de 20 pg kg’ establecido por Estados Unidos de América y
MERCOSUR es el doble de lo requerido para producir una mutacion en prueba de
Ames (Carvajal et al. 2004). Torreblanca et al. (1986), hallaron niveles relativamente
elevados de AF en maiz y tortillas de México. Se encontr6 AFB; en el 72% de las
muestras de tortillas de maiz y el 24% presentaron zearalenona.

Segun Price y Jorgensen (1985), el proceso de coccion en agua con cal logra disminuir
los niveles de AF de 127 pg kg™ en el maiz puro a 68.6 pg kg’ en las tortillas. La
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reduccion de AF fue baja (20 - 46%), y la concentracién residual fue mas alta que el
limite de tolerancia (20 pg kg™). La baja eficiencia resulté de haber trabajado con maiz
contaminado naturalmente, pues las AF dentro del grano se protegieron de la accion
de la cal y del calor. La acidificacion, debida al jugo gastrico, aumento los niveles de AF
gue en un principio parecieron disminuidos con el tratamiento alcalino. Torres et al.
(2001) analizaron el papel que juega el pH, la temperatura y el efecto del freido en la
reduccion de las AF en tortillas y totopos; sélo se reactivaron las AF de las muestras
tratadas a un pH alcalino igual a 9.5. El tratamiento térmico y alcalino (nixtamalizacion)
que recibe el maiz, produce la hidrélisis del anillo de lactona de las AF formando sales
solubles que se pierden en el agua de nejayote. Sin embargo, el pH acido cierra el
anillo de lactona reconvirtiendo parte de las AF que originalmente se habian
hidrolizado. El incremento de AF por acidificacion fue del 0 al 18%, que es mas bajo
que el obtenido por Price y Jorgensen (1985).

Méndez-Albores et al. (2004) evaluaron la reduccion de AF por dos procesos de
nixtamalizacion, el tradicional (PNT), y ecolégico (PNE). Los resultados obtenidos
indicaron la nixtamalizacién tradicional es mas efectiva que la ecolégica. La reduccion
de AF alcanzada por el PNT en el nivel de 29 pug kg™ fue de 92% vy para el nivel de 93
ng kg™ fue de 83%. En el caso del método ecoldgico, los porcentajes de reduccion
alcanzados para los dos niveles de AF fueron de 40 y 25% respectivamente. La
reduccion alcanzada por el PNT, permite tener un producto que satisface los limites de
tolerancia alimentaria (20 pg kg™); sin embargo, el PNE sélo puede ser aplicado donde
hay menos AF, ya que en el nivel de 93 ug kg™ quedé un residuo de 69 pg kg™.

1.4. Mutagenicidad y prueba de Ames

Diariamente nos exponemos a gran cantidad de compuestos quimicos (naturales o
sintéticos), que se encuentran en el ambiente y pueden tener actividad mutagénica
(Aleem y Malik, 2005; Zeiger y Margolin, 2000). Un agente mutageno causa dafios al
ADN, es decir, puede generar cambios puntuales en los genes, donde una sola base se
modifica, inserta o borra. La eliminacion de bases y re-arreglos del ADN pueden
generan pérdidas en la funcion de la macromolécula (Mortelmans y Zeinger, 2000).

De acuerdo con Mortelmans y Zeinger (2000), las mutaciones de los genes se pueden
medir en bacterias y otros sistemas celulares por un cambio en los requerimientos de
crecimiento celular. Dentro de las pruebas in vitro la prueba de Ames, es la mas precisa
y emplea cepas mutantes, sin la capacidad de sintetizar el aminoacido histidina, por la
bacteria Salmonella typhimurium y por tanto no crecen, ya que son dependientes de
este aminoacido (His-). Para que la bacteria se reproduzca es necesario adicionar la
histidina al medio de cultivo. Un agente quimico mutageno puede causar nuevos
cambios y hacer que el gen de sintesis de histidina se exprese. Por lo tanto, la bacteria
podr& crecer y formar colonias mutadas (revertidas) aun en ausencia del aminoéacido, a
este proceso se le denomina reversion. La prueba de Ames también se puede realizar
con una fraccién microsomal del higado de la rata "S9" para transformar a un pre-
mutageno a mutageno activo. Esta fraccion microsomal hepatica S9 es una mezcla que
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contiene las enzimas del citocromo P450 involucradas en el metabolismo de agentes
xenobioticos.

Debido a la relativa facilidad de la prueba y a la sensibilidad de la misma, el método del
Dr. Ames, ha sido adoptado por laboratorios de investigacion, agencias regulatorias y
organismos internacionales (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémico OCDE, Agencia Central de Inteligencia CIA, Agencia Internacional de
Investigacion en Cancer IARC) para evaluar el potencial mutagénico y cancerigeno de
nuevas substancias quimicas, medicinas y biocidas. Este método se ha usado como un
procedimiento para homogeneizar las pruebas de laboratorio de las agencias de
reglamentacion internacional para la aprobacion de sustancias quimicas (David Josephy
et al., 1997; Mortelmans y Zeinger, 2000).

La prueba de Ames puede evaluar la capacidad mutagénica, de muestras biologicas y
ambientales complejas, y la cancerigena con pruebas en animales de laboratorio
(Maron y Ames, 1983). El protocolo de Ames fue validado inicialmente por un estudio
con 300 productos quimicos (McCann et al., 1975). Posteriormente se valid6é por las
Industrias Imperial Quimica (Purchase et al., 1976), Instituto de Investigacién del Centro
Nacional de Cancer en Tokyo (NCCRI) (Sugimura et al., 1976), y por la Agencia
Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC) (Bartsch et al., 1980).

El ensayo de Ames con Salmonella typhimurium ha determinado la mutagenicidad de
las aminas de tintes para cabello (NCI Bioassays, 1978a, 1979a, 1979b; Weisburger et
al., 1978), del 1-nitropireno proveniente de las emisiones de diesel (Ohgake et al.,
1982), del tris (2,3-dinitropropil) fosfato empleado como retardante de flama (NCI
Bioassay, 1978a, b), diversos productos de la pirélisis de proteinas por el efecto del
cocimiento (Sugimura, 1982), terpenos (Gémez-Carniero et al., 2005), compuestos
guimicos comerciales (Zeiger y Margolin, 2000), micotoxinas (Carvajal et al., 2004;
Nieminen et al., 2002; Price y Jorgensen 1985), plaguicidas (Aleem y Malik, 2005),
aminas (Knize et al., 2003) y antimutagenos como el azafran (Abdullaev et al., 2003).

Zeiger y Margolin (2000), con la prueba de Ames, midieron la proporcién de substancias
mutagenas en 100 productos quimicos comerciales y encontraron que el 2% fueron
mutagenos. Por otra lado, Abdullaev et al. (2003) emplearon la prueba de Ames para
comprobar el potencial antigenotéxico y los efectos citotéxicos del azafran, usado para
dar color y sabor a los alimentos. La mezcla de carotenos del azafran no afecta a las
células normales pero tuvo efectos inhibitorios sobre las células malignas. El azafran a
ninguna dosis induce mutagénesis, pero en presencia de cancerigenos probados, como
son el benzo(a) pireno y el 2-aminoantraceno, induce una co-mutacion.

La prueba de Ames ha evaluado los efectos mutagenos provocados por compuestos
poliarométicos del ambiente como son los nitro-hidrocarburos aromaticos policiclicos
(NHAP), y los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) (Du Fourt et al. 2004). Knize
et al. (2003) evaluaron los efectos de tres aminas heterociclicas de alimentos sometidos
a calentamiento, reportan que hubo una diferencia marcada entre las tres aminas
heterociclicas de 2, 100 y 320 colonias revertidas de Salmonella TA-98. Las mascotas
son un modelo adecuado para estimar los riesgos de desarrollar ciertos tipos de cancer
pues ingieren estas aminas en la dieta. Por otra parte, el ensayo de colonias revertidas
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de Salmonella, fue empleado por Aleem y Malik, (2005), para determinar el efecto
genotoxico del agua del rio Yamuna, India, causado por la fraccion organica de los
contaminantes. Los extractos obtenidos del agua del rio Yamuna contuvieron una
mezcla de compuestos con actividad mutagénica y cancerigena.

La prueba de Ames también ha determinado la toxicidad y la nula capacidad mutagena
de la gliotoxina, producida por Aspergillus fumigatus (Nieminen et al.,, 2002), a
concentraciones probadas de 0 a 2.5 ug / placa de cultivo.

Los estudios sobre el control de AF en tortillas muestran resultados contradictorios, a
veces con reducciones parciales o bien con un control total. Para evaluar el riesgo de
consumo de AF se consideran las AFt de las tortillas, y se ha propuesto que la
nixtamalizacion tradicional podria ser un buen método de control y eliminacion de las
mismas, aunque los resultados son contradictorios. Algunos investigadores (Méndez-
Albores et al., 2004) han propuesto realizar la nixtamalizacion via extrusion alcalina, sin
embargo, los niveles de AF en las tortillas, su efecto en la salud por su alto consumo no
han sido resueltos todavia. Los niveles de AF en tortillas, reportados con anterioridad,
fueron elevados y para su control se aumentoé la concentracion de cal y el tiempo de
coccion.

El maiz de temporal crece en condiciones desfavorables, esto predispone a las plantas
a ser infectadas por el hongo Aspergillus flavus. Para controlar las AF hay que tener
buenas practicas agrondmicas, control de insectos y otras plagas, y un buen sistema de
almacenamiento. Estas estrategias resultan ser caras para los pequefios productores
del centro y sur del pais. En México se ha investigado la contaminacion de alimentos
por el hongo Aspergillus y sus AF, pero se requiere determinar la presencia y
concentraciones de las AF en sus productos derivados.

Debido a reportes previos, surge la necesidad de realizar un estudio enfocado a
identificar y cuantificar la presencia de AF en tortillas de maiz que se expenden en la
Ciudad de México, y determinar si tienen un efecto mutadgeno por su grave repercusion
en la salud publica de México. La importancia de investigar las tortillas de la Ciudad de
México es que aqui habitan cerca de 8, 720, 916 habitantes consumidores de ellas
(INEGI, 2005). Se espera que este estudio proporcione las bases cientificas para
conocer el grado de contaminacion por AF en tortillas de la Ciudad de México y la
capacidad de producir mutaciones en el modelo de Ames.
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II. OBJETIVOS

1. Identificar y cuantificar a las AF (AFB1, AFB,, AFG; y AFG;) por cromatografia de
liquidos para conocer los niveles de contaminacion de las tortillas de maiz de la
Ciudad de México.

2. Evaluar con la prueba de Ames la capacidad mutagena de las AF presentes en las

muestras de tortillas de la Ciudad de México a fin de conocer el posible riesgo a la
salud por su consumo.

Actividades para el logro de los objetivos

1. Realizar un total de 4 muestreos de tortillas de la Ciudad de México durante 2 afos
con un total de 784 kg.

2. Determinar la significancia estadistica del tipo de expendio (tortilleria o de
supermercado), la delegacion, la estacion del muestreo, tipo de materia prima, sobre
la presencia y concentracién de AF en tortillas.

3. Validacion del método analitico de cromatografia de liquidos.

4. Adecuar la técnica de Ames para el andlisis de AF en tortillas.

HIPOTESIS DE TRABAJO

NULA
Se espera que los niveles de contaminacion por aflatoxinas en tortillas de la Ciudad de

México se encuentren por debajo del valor normativo de 12 pg kg* y que las AF
presenten no sean mutagenas en estas concentraciones.

ALTERNA
Los niveles de contaminacion por aflatoxinas en tortillas de la Ciudad de México

superaran el valor normativo de 12 pg kg™ y las AF aisladas presentaran altos valores
de mutagenicidad.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Muestreo y encuestas

Con el fin de tener una muestra representativa de tortillas del Distrito Federal (D.F.) se
realizO un muestreo sistematico con arranque aleatorio. Se adquirieron 784 kg
equivalentes a 392 muestras de 2 kg de tortillas cada una, durante dos periodos del afio
(secas y lluvias) durante los afios 2006 y 2007. Los muestreos correspondientes a las
estaciones de secas del 2006 y 2007 fueron durante los meses de abril y de lluvias en
noviembre.

En cada una de las 16 Delegaciones del Distrito Federal, fueron asignados 6 puntos de
muestreo de manera aleatoria, correspondientes a tres tortillerias y tres supermercados,
donde se recolectaron 2 kg de tortillas, asi, para cada Delegacién la muestra total de
tortillas fue de 12 kg. Seis correspondientes a tortillas elaboradas con nixtamal de maiz y
seis correspondientes a tortillas elaboradas con harina nixtamalizada en las Delegaciones
que cuentan con supermercados. Teniendo al final un total de 98 muestras
representativas de la Ciudad por cada periodo de muestreo, Figura 5.

Aunque 16 Delegaciones por 6 puntos dan 96, se tomaron 2 muestras extra de Iztapalapa
y de Venustiano Carranza, dada la poblacién de estas Delegaciones, de modo que fueron
98 expendios y no 96. A cada vendedor de tortillas de cada uno de los 98 expendios
muestreados se le solicitd que respondiera un cuestionario para conocer la materia prima
usada en la elaboracion de tortillas, el tipo de maiz, la venta de los expendios.
Finalmente, los datos fueron graficados en Excel® para ver el comportamiento e
identificar tendencias. Las preguntas aplicadas en la encuesta se muestran a
continuacion.

Encuesta aplicada a los encargados de los 98 expendios de tortillas

1. Las tortillas que vende son de:
Masa de nixtamal Harina de nixtamal comercial Mezcla de ambas

Observaciones de marca y proporcion

2. La masa de las tortillas es de molino: propio comercial
3. Las tortillas que vende son de maiz:

Blanco Amarillo Otro especificar:

4. El maiz para sus tortillas se produce en:

la regién los Estados de México. Estado:

5. Su venta diaria es de: kg
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A continuacién en la Figura 5, se muestra el mapa del D.F., en el que se han localizado

los 98 puntos de muestreo.

DELEGACIONES

1 Gustavo A. Madero

2 Azcapozalco

3 Miguel Hidalgo

4 Cuauhtémoc

5 Vebustiano Carranza

6 Cuajimalpa de Morelos

7 Alvaro Obregén

8 Benito Juarez

9 Iztacalco

10 Iztapalapa

11 Coyoacan

12 La Magdalena Contreras
13 Tlalpan

14 Xochimilco

15 Tlahuac
16 Milpa Alta

-\~

Divisiones del DF para
analisis de AF en
tortillas de maiz

[ zona rural del DF

Figura 5. Localizacion de los 98 puntos de muestreo de tortillas en la Ciudad de México.

3.2. Secado y molienda de tortillas

Las muestras de dos kilogramos de tortillas, debidamente etiquetadas, se almacenaron
en bolsas de plastico de 40 x 30 cm? directamente del expendio. Posteriormente se
transportaron al laboratorio para su secado y analisis. Las muestras se deshidrataron a
70°C por 24 horas, en el cuarto de secado del Herbario Nacional del Instituto de Biologia,
de la Universidad Nacional Autbnoma de México (IBUNAM), posteriormente se molieron
en forma individual en una licuadora industrial (Cafeteras Internacionales, Li-5 057, Edo.
Mex., México). Las tortillas del primer muestreo se secaron, se cortaron en pedazos y se
molieron en un molino de discos (Romer Inc.), las del segundo al cuarto muestreos fueron
procesadas en licuadoras industriales (Cafeteras Internacionales S.A.).
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3.3. Anadlisis quimico de las aflatoxinas

3.3.1. Criterios de pureza de los estandares de AF

La longitud de onda méaxima de absorcion para las AF (B1, B2, G1, Gy), se determind
empleando un espectrofotometro UV-visible (Genesys 10uv, Termo Electron Corporation.
Madison Wisconsin, EEUU), el cual se ajustd a 0 de absorbancia mediante un blanco de
solucién benceno: acetonitrilo (98:2 v/v). Posteriormente, se realizé un barrido de 300 a
400 nm de las soluciones de cada una de las AF. Los coeficientes de extincion molar se
determinaron de acuerdo con la Tabla 5 tomada del método 970.44 (AOAC, 2005).

Tabla 7 Valores de absorcion molar para cada aflatoxina en benceno:ACN (AOAC,
2005).

Longitude onda Coeficiente de extincién en

Aflatoxina de Absorbancia benceno: ACN (98:2 v/v) Peso Molecular

A (nm) M em™) (g/mol)
B, 350 19800 312
B, 350 20900 314
G, 350 17100 328
G 350 18200 330
My 350 18815 328

3.3.2. Calculo del factor de correccién (FC) del equipo

Se prepar6 una solucién con 250 mL de acido sulftrico, H,SO,4 (J.T. Baker, Xalostoc,
Mexico), 0.018N y 19.5 mg de dicromato de potasio, K,Cr,O; (J.T. Baker, Xalostoc,
Mexico), (método 970.43 (B)) (AOAC, 2005). De la solucién resultante (0.25 mM K,Cr,05)
se tomaron alicuotas para preparar dos soluciones con concentraciones de 0.125 mM y
0.0625 mM respectivamente (AOAC, 2005; DOF, 2002b).

Posteriormente, se calibré el espectrofotbmetro UV-vis a cero de absorbancia con una
solucion de H,SO4 0.018N como blanco de acuerdo con el método 970.44 (AOAC, 2005).
A continuacion se procedio a leer la absorbancia, a la longitud de onda de maxima
absorvancia para cada AF, de las tres concentraciones de K,Cr,O7 en orden ascendente.
Con los valores obtenidos se procedido a calcular el coeficiente de extincion molar
mediante la siguiente ecuacion: ¢ = (Abs x 1000/ [mM], donde ¢ es el coeficiente de
extincion, Abs es absorbancia y mM es concentracion milimolar. El valor del coeficiente de
extincion molar sirvié para calcular el factor de correccion del equipo mediante la
siguiente ecuacion:

FC: 3160/8 promedio

donde: 3160 es el coeficiente de extincion (g) tedrico reportado en AOAC (2005), para
soluciones de dicromato de potasio y gpromedio €S €l coeficiente de extincion experimental
para las soluciones de dicromato de potasio. Se verificd que el valor de FC se encontrara
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en el intervalo de aceptacién de 0.95 a 1.05, para poder calcular la concentracion real de
cada una de las AF (método 971.22 (B) AOAC, 2005) mediante la ecuacion que a
continuacion se detalla:  pg de AF mL™ = (Abs x PM x 1000 x FC)/e

donde: Abs es Absorbancia; PM es Masa molecular de cada aflatoxina; FC es Factor de

correccion del equipo; ¢ es Coeficiente de extincion molar para soluciones de AF en
benceno:acetonitrilo (98:2 v/v).

3.3.3. Obtencién de la solucién estandar de un pg mL™

La preparacion de las soluciones de los estandares de AF (B;, B, Gi1, G, Sigma-Aldrich,
St. Louis MO, EEUU), se realiz6 segun lo descrito en el método 970.44 (A) AOAC (AOAC,
2005; DOF, 2002a). Para ello, se disolvieron los estandares con una mezcla benceno-
acetonitrilo (98:2 v/v) (J.T. Baker, Xalostoc, México), para obtener una solucién con
concentracion de 1 ug mL™, a partir de la lectura de la Absorbancia (hnm) de cada AF, en
un espectrofotdmetro UV-vis. Las curvas de calibracion se prepararon con las diferentes
concentraciones (2, 5, 10, 20, 50,100 and 200 ng de AF mL™) de las soluciones de cada
AF.

3.3.4. Derivatizacion de AF

Los estandares de cada AF se evaporaron a sequedad y se resuspendieron con 200 uL
de acetonitrilo (ACN), y con objeto de aumentar su fluorescencia se adicionaron 800 uL
de solucién derivatizante. La solucién derivatizante consisti6 en 5 mL de acido
trifluoroacético (ATF) (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA) + 2.5 mL acido acético glacial
(Merck, Naucalpan, Edo. Mex., México) + 17.5 mL de agua desionizada, se agit6 la
mezcla en un agitador orbital (Vortex G-560, Bohemia, N.Y., EEUU) por 30 segundos.

Los viales se mantuvieron en un bafio Maria a 65 °C por 10 minutos segun describen
Akiyama et al. (2001) y Kok (1994). Posteriormente se llevaron a temperatura ambiente y
se inyectaron 20 uL en el cromatografo de liquidos con loop de 20 uL para su analisis.

En el caso de las muestras, 1 mL del eluido se evaporo a sequedad, y se resuspendié en
100 pL de ACN, a este volumen se le adicionaron 400 pL de solucion derivatizante, se
agitd la mezcla por 30 segundos y se continué calentando como se describio
anteriormente.

3.3.5. Curva de calibracion

Se inyectaron concentraciones de 200 ng mL™, de cada una de las 4 AF (B, B,, G1, G»)
derivatizadas en forma individual, para conocer su tiempo de retencién. Asimismo, se hizo
una mezcla con las cuatro AF manteniendo una proporcion de G;1:B1:G2:B, (1:1:1:1) para
preparar la curva de calibracién; se prepararon concentraciones inferiores y superiores a
12 pg kg' que es el limite de tolerancia para tortillas establecido en la NOM-187-
SSA1/SCFI-2002 (DOF, 2002a).
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La Tabla 6 muestra la relacién de concentraciones individuales de cada AF en la mezcla
para los distintos puntos de la curva de calibracion.

Tabla 6.8 Concentracion aportada por cada aflatoxina para hacer la concentracion
total de los cuatro estandares.

Concentracién Concentracién Concentracion Concentracién Concentracion

individual individual individual individual total (ng mL™Y)
(hgmL?)deB; (ngmLYdeB, (ngmLY)deG; (hgmL?)deG, G;+B;1+G,+B,

2 2 2 2 8

5 5 5 5 20

10 10 10 10 40

20 20 20 20 80

30 30 30 30 120

50 50 50 50 200

100 100 100 100 400

200 200 200 200 800

3.3.6. Extraccion, purificacion y concentracion de AF

La extraccion de las AF se realizé de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 188-SSA1-
2002 (DOF, 2002b) para maiz, a la cual se le hicieron algunas modificaciones para
adaptarla a tortillas de maiz nixtamalizado. Se licuaron 50 g de tortilla molida (peso seco)
con 100 mL de una mezcla de metanol: H,O (80:20 v/v) y 1 g de NaCl a alta velocidad por
2 minutos. La muestra se filtré a través de papel filtro de poro cerrado (Filtrado 1); de éste
se tomd6 un volumen de 2 mL, equivalente a un gramo de muestra, y se diluyé en 16 mL
de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). Nuevamente la dilucion fue filtrada a través
de papel filtro de fibra de vidrio (Filtrado 2).

La limpieza y concentracibn de las AF se realizaron mediante columnas de
inmunoafinidad Easi-Extract (Cat N° RP71, R-Biopharm Rhéne Ltd. Glasgow, Scotland)
para AFt. Las columnas se activaron y acondicionaron con 20 mL de solucion reguladora
de fosfatos (PBS), a un pH de 7.4, posteriormente se hicieron pasar los 16 mL del Filtrado
2 a una velocidad de 2 gotas por segundo. Una vez agotada la muestra la columna de
inmunoafinidad se lavd con 20 mL de agua destilada, y finalmente se seco haciendo
pasar aire a través de ella. Posteriormente, las AF se eluyeron con 2 mL de ACN grado
cromatografico (J.T. Baker, Xalostoc, México).

3.3.7. Condiciones para el andlisis por cromatografia de liquidos

La cuantificacion de las AF se realiz6 por HPLC, con una bomba (Agilent Series 1100,
EEUU), equipado con un inyector Rheodyne 7125-075 con un rizo o loop fijo de 20 uL
(Cotati, CA, EEUU), un detector de fluorescencia (Perkin Elmer LC-10, EEUU), y un
integrador de datos (Perkin Elmer LCI-100, EEUU). La separacion se llevd a cabo
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mediante una columna Cig de fase reversa de 4.6 mm D.l. x 250 mm L x 5 um de
diametro de particula (Phenomenex, Prodigy ODS (2), Torrance, EEUU).

Todos los disolventes se desgasificaron por 30 minutos usando un equipo de filtracion
con vacio. El agua grado HPLC fue obtenida por filtracion de agua destilada y
desionizada mediante un sistema de microfiltracion a través de membranas de nylon de
0.45 um x 47mm (Millipore, Bedford, MA, EEUU).

La fase movil tuvo la siguiente composicion: agua:ACN:metanol (65:15:20 v/v/v). La
columna cromatogréafica se mantuvo a temperatura ambiente (25 °C), con un flujo de la
fase mévil de 1.2 mL min™. Se ajustaron las longitudes de onda de excitacién 362 nm y
de emisién 450 nm del detector de fluorescencia. La identificacion y cuantificacion de las
AF, en el extracto final, se realiz6 por comparacion de los tiempos de retencion de los
estandares, de las areas bajo la curva y los valores obtenidos para estos parametros en
las muestras.

3.3.8. Validacioén del sistema

Para la validacion del método analitico se siguio el procedimiento descrito por Garcia y
Alcéntara (2002). A continuacién se describe cada paso seguido para dicho fin.

3.3.8.1. Precisién del sistema

Se prepararon quintuplicados de las soluciones de AFB;, AFB,, AFG; y AFG, en
concentracién de 10 ng mL™ por medio de diluciones independientes, se derivatizaron de
acuerdo con lo descrito en la seccién 3.3.4., de este capitulo, y se midi6 la respuesta
analitica bajo las condiciones de analisis por HPLC establecidas en la seccién 3.3.7. Se
procedio a determinar la desviacion estandar (DE) y el porcentaje del coeficiente de
variacion (% CV).

3.3.8.2. Adecuabilidad del sistema

Se inyecto la solucion de adecuabilidad consistente en una mezcla de las cuatro AF en la
siguiente relacion: AFG1:AFB1:AFG,:AFB, (40:40:20:20 ng mL™) por triplicado, bajo las
siguientes condiciones de elucion (Garcia y Alcantara, 2002):

Fase movil de ACN:MeOH:H,O (15:20:65 v/v/v), flujo 1.2 mL min™, deteccién por
fluorescencia con una excitacion de 362 nm y una emisién de 450 nm. Se determiné el
%CV de la respuesta analitica y los siguientes parametros:

K’: factor de capacidad > 2

R: resolucion > 2

o selectividad, que es la independencia de picos cromatogréficos.

N: numero de platos tedricos, que sean cercanos a los referidos por el fabricante de la
columna C,g. Entre mas platos teoricos, mas eficiente es la columna Cgsg.
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3.3.8.3. Linealidad del sistema (curvas de calibracion)

Se inyectaron cada una de las ocho concentraciones de cada AF y se grafico la respuesta
de la sefial analitica (area bajo la curva de cada pico cromatografico) contra la
concentracion del analito, se obtuvo la ecuacién de la curva y se calcularon los
parametros estadisticos. Se determind el valor de la pendiente (b,), la ordenada al origen
(bo), el coeficiente de correlacién (R? y el intervalo de confianza para la pendiente
(IC(By)), la DE, el % CV, se determinaron los limites de cuantificacion (LC) y de deteccion
(LD) utilizando Excel 2003.

3.3.8.4. Exactitud y repetibilidad del método

Se preparé una muestra de 50 g de tortillas molida y seca, por triplicado, a la cual se le
adicionaron 10 ug kg™ de cada una de las AF. Se homogeneizaron y se dejaron reposar
24 horas, posteriormente se extrajeron de acuerdo a lo descrito en la seccion 3.3.6. Y se
analizaron bajo las condiciones descritas en 3.3.7. Con los valores de la sefial analitica

(4rea cromatografica), se calcul6 el promedio aritmético (v ), la DE, el % CV vy el intervalo
de confianza para la media poblacional (IC (1)) del porcentaje de recuperacion.

3.3.8.5. Linealidad del método

Se prepararon muestras de tortilla adicionadas con tres concentraciones de cada AF (10,
20 y 30 pg kgl), se extrajeron con una solucién de metanol:agua (80:20 v/v), se
purificaron y concentraron con columnas de inmunoafinidad, y se identificaron y
cuantificaron por HPLC de acuerdo a las secciones 3.3.6 y 3.3.7.

Se trazo la gréfica de concentracién contra sefial analitica y se calcularon los siguientes
parametros: Relacion de estandar adicionado vs. estandar recuperado, el valor de la
pendiente (by), la ordenada al origen (bo), el coeficiente de determinacion (R?) y el
intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)), intervalo de confianza para la ordenada
al origen (IC(Bo)) y el coeficiente de variacion de regresion (CVyy).

Se calculd el porcentaje de recuperacion de cada muestra adicionada, al obtener el
cociente de la cantidad recuperada con respecto a la adicionada. Se calculé el promedio
aritmético (¥), la DE, el % CV y el intervalo de confianza para la media poblacional (IC

(1)

3.3.8.6. Limites de deteccion y de cuantificacion

Los limites de deteccion y de cuantificacibn se determinaron con base en la curva de
calibracion y en la desviacion estandar de regresion. Para tal fin, se prepararon tres
concentraciones (10, 20 y 40 ug kg?), se midié la respuesta analitica y se calcularon los
siguientes parametros: el valor de la pendiente (b;), el coeficiente de correlacion (R?), la
desviacion estandar de regresion (Syx) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC

(B1)).
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En el caso del limite de deteccion se utilizé la siguiente ecuacion:

o 33,
by

y/x)

Donde: S yx es la desviacion estandar de regresion y b; es el valor de la pendiente.
Y en caso del limite de cuantificacion se calculé mediante la siguiente ecuacion:

B 10xS(y,X)
— b

LC

Donde: S yx es la desviacion estandar de regresion y b, es el valor de la pendiente.

3.3.9. Andlisis estadistico de los valores de AF contra las fuentes de variaciéon

Un andlisis estadistico se llevé a cabo comparando los valores de AF obtenidos en las
muestras de tortilla de los cuatro muestreos que se realizaron los meses de abril y
noviembre de los afios 2006 y 2007.

El andlisis estadistico consistio en las pruebas de analisis de varianza (Anova), como un
método descriptivo de los niveles de significancia estadistica. Debido a que la distribucion
de las AF fue muy dispersa y no se ajusté a una distribuciéon normal, fue necesario correr
la prueba de Wilcoxon/ Kruskal-Wallis (Wilcoxon, 1945; Kruskal y Wallis, 1952), que en
Sus supuestos no asume una distribucion normal y que se ajusta a los datos obtenidos en
esta investigacion. Los resultados de la concentracibn de AF en las muestras fueron
comparados contra el valor de tolerancia limite para tortillas (12 ug kg™?), que establece la
legislacibn mexicana. Se usaron tablas de contingencia con variables dependientes
binarias si las concentraciones de AF totales eran superiores al limite de tolerancia. La
prueba no paramétrica se usé para comparar las medias de las muestras e identificar las
diferencias existentes entre las fuentes de variacion y la concentracion de cada AF.

Las fuentes de variacion probadas en el experimento son el mes de muestreo abril y
noviembre (que representan las estaciones de secas Y lluvias), tipo de expendio (tortilleria
y supermercado), materia prima (masa, harina, 6 mezcla: masa-harina), marca de harina
(Maseca, Minsa, Agroinsa) y la Delegacion de muestreo.

27



Capitulo Il Materiales y métodos

3.4. Prueba de Ames para muestras de tortilla

3.4.1. Extraccion de AF de las tortillas para su anélisis por la prueba de Ames

Para determinar el potencial mutageno de las AF de las tortillas, se realizaron dos
experimentos con las AF de las mismas 21 muestras de tortillas y 4 controles (S06 -33,
LLO6-24, SO07-18 y LLO7-32), Tabla 7. En el primer experimento no se acidificaron las
muestras de tortilla con la finalidad de conocer el efecto de la nixtamalizacién que abre el
anillo de lactona de las AF y las inactiva. Ya en el segundo experimento si se acidificaron
para cerrar el anillo de lactona.

Tabla 7. Muestras de tortillas, naturalmente contaminadas con aflatoxinas, usadas
para el andlisis de mutagenicidad mediante la prueba de Ames, en los dos
experimentos con y sin acidificacion.

Delegacion Identificacion AFB; AFB, AFG; AFG; Total de AF
de muestras (ugkg™) (ugkg™) (Mg kg™) (Mg kg™) (ugkg™)de

tortilla
Iztapalapa S06-5 12.80 ND ND ND 12.80
Iztapalapa S06-6 4.84 ND ND ND 4.84
G. A. Madero S06-9 0.29 ND ND ND 0.29
A.Obregon S06-17 ND ND ND <LC <LC
Cuauhtémoc S06-33 ND ND ND ND ND
Azcapotzalco S06-48 3.78 2.21 3.93 5.25 15.17
B. Juarez S06-68 4.81 <LD 4.12 2.39 11.1
Tlahuac S06-76 ND <LC 4.16 ND 4.16
M.Contreras S06-81 105.7 <LC ND ND 105.7
Cuajimalpa S06-90 29.6 <LC ND ND 29.6
Coyoacan LLO6-24 ND ND ND ND ND
M.Contreras LLO6-81 7.78 ND ND ND 7.78
M.Contreras LLO6-82 <LC 4.20 385.21 3.89 393.3
M.Contreras LLO6-85 4,93 <LC 5 5.92 15.8
A.Obreg6n S07-18 ND ND ND ND ND
Tlalpan S07-31 140.33 ND 150.14 ND 290.47
Azcapotzalco S07-49 ND 4.7 ND ND 4,72
Xochimilco S07-61 ND ND <LD ND <LD
Cuauhtémoc LLO7-32 ND ND ND ND ND
V. Carranza LLO7-43 ND 2.4 ND ND 2.4
Xochimilco LLO7-58 ND ND ND <LC <LC
M.Hidalgo LLO7-71 11.4 3.1 16.6 ND 31.1
M.Contreras LLO7-83 ND ND 5.8 <LC 5.8
M.Contreras LLO7-84 <LC <LC ND ND <LC
Milpa Alta LLO7-98 ND <LC ND ND <LC
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Para la obtencion de las AF de las muestras del primer experimento sin acidificacion de
tortillas, se extrajeron 14.25 g (equivalente al peso seco promedio de una tortilla) y 71.25 g
de muestra (equivalentes al promedio del peso seco de 5 tortillas), con una mezcla
metanol:agua (80:20 v/v), y un gramo de cloruro de sodio. Los extractos se concentraron a
5 mL a una temperatura de 60 °C y se purificaron usando placas de aluminio cubiertas con
gel de silice 60 para cromatografia en capa fina (TLC) de 20 x 20 cm (Merck 1.05553,
Darmstadt, Alemania). Los extractos de las muestras de una y cinco tortillas se colocaron
sobre las placas usando una micropipeta de 10 uL a una distancia de 1.5 cm de la base de
la placa. El corrimiento de la placa se realiz6 en una camara cromatografica previamente
equilibrada con 100 mL de una mezcla de tolueno:acetona:acetato de etilo (60:20:40 v/v/v)
como fase movil. Se dejo correr la placa hasta que el frente del disolvente alcanz6 2 cm
antes del final de la placa, se marco el frente, se secaron las placas en una campana de
extraccion protegida de la luz. Posteriormente las bandas se revelaron colocando las
cromatoplacas bajo luz UV usando una lampara UV (UVGL 58, UV 254/366 nm, 115V,
60Hz, 0.16 A. Upland, CA, EEUU), en una camara oscura y se marcaron con lapiz las
manchas de color verde y/o azul fluorescente usando guantes de proteccién. Se calculé el
factor de retencion (R;) para cada una de las AF dividiendo la distancia recorrida por el
analito (centro de la banda) entre el recorrido total o frente del disolvente. Se rasp6 cada
banda fluorescente (azul 6 verde) de la cromatoplaca, correspondiente a las AF de cada
muestra, es decir las bandas que se encontraron entre el rango de Rs= 0.3 a 0.35. Se
colocaron los polvos de los raspados en un solo vial, que contuvo a las AF totales. Las AFt
se recuperaron del gel de silice mediante una mezcla de tolueno:ACN grado HPLC (98:2
v/v). Se secaron a 40 °C en una estufa de calentamiento, el extracto seco con las AFt fue
resuspendido en 100 uL de dimetil sulféxido (DMSO) para la prueba de mutagénesis.

En el segundo experimento, con acidificacién de las muestras de tortillas contaminadas
con AF, las muestras se extrajeron con una mezcla de metanol:agua (80:20 v/v), a la cual
se le ajusto el pH a 2 por la adicién de HCI 6M, y un gramo de cloruro de sodio. Y después
de 12 horas de reposo a 5 °C se neutralizé6 cada muestra, con la adicion de NaOH 3M, a
pH 7.0 £ 0.2 con objeto de cerrar el anillo de lactona de las AF y reactivar su poder
mutageno.

Finalmente, se aplicd la misma metodologia para los tratamientos de cada muestra y
control.

3.4.2. Verificacion de los marcadores genéticos de Salmonella typhimurium TA98

Antes de realizar el experimento de mutagénesis, fue necesario verificar los marcadores
genéticos de la cepa bacteriana, para ello se prepararon los medios de cultivo necesarios
gue se describen en el Anexo 1. Se adicionaron las soluciones de histidina, biotina y del
antibidtico Ampicilina correspondientes a cada medio de cultivo con 24 horas de
anticipacion.

Se empled una cepa de Salmonella typhimurium TA98 (raza) [hisD3052, gal, (chl, uvrB,
bio) rfa, pKM101 (MucA/B Amp)] la cual se recuperd de un cultivo conservado a -80°C
donado por el M. en C. Israel Pérez Lépez del laboratorio de Oncologia Experimental del
Instituto Nacional de Pediatria, SSA. La cepa se descongeld y se inoculé por agotamiento
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en estria radial sobre placas con medio sélido (NB) de Oxoid N° 2 (Oxoid, Hampshire,
Inglaterra). Se incubaron a 37 °C durante 24 y 48 horas. De estas cajas de Petri 0 placas
se seleccionaron 5 colonias perfectamente aisladas, se sembraron en los tubos
respectivos, con 5 mL de Oxoid N° 2 liquido (LB) + ampicilina como antibiotico. Los tubos
Falcon® estériles, con tapa, se colocaron en forma inclinada sobre una gradilla para
permitir una buena aireacion del cultivo y se introdujeron en una incubadora con agitacion
suave a 120 rpm, la incubacién se realiz6 por 16 horas a 37 °C.

El agar de superficie en los tubos se fundié en autoclave a 120 °C por 10 min, después
los tubos se colocaron en un multiblock (New Brunswick Scientific) a 45 + 2 °C para
mantenerlos fundidos.

Una vez transcurridas las 16 horas de incubacion del cultivo nocturno, se sacaron los
tubos y se llevaron a temperatura ambiente antes de comenzar la siembra. Cada tubo se
sembrd, en un area estéril, con los siguientes medios, para verificar los marcadores
genéticos de la cepa TA98 que se compar6 contra la cepa silvestre (Wild type = Wt).

3.4.2.1. Medios de cultivo empleados para verificar los marcadores genéticos para la
prueba de Ames (Anexo 4)

. Reversion espontanea: Medio minimo de glucosa.

. Dependencia a histidina: Medio minimo de glucosa + biotina (en exceso).

. Dependencia a biotina: Medio minimo de glucosa + histidina (en exceso).

. Dependencia a histidina/biotina: Medio minimo de glucosa + hist/biot (en exceso).

. Sensibilidad a cristal violeta, marcador rfa: Medio sélido completo 6 nutrient broth (NB).
. Sensibilidad a luz UV (deleccion de genes uvr-B-bio): Medio sélido completo.

. Verificacion de la presencia del plasmido pKM101: Medio NB + ampicilina 2.5 mg/ 3 mL.
. Agar de superficie (top).

. Caldo nutritivo para cultivo nocturno (LB).

10. Placas patron: Medio enriquecido para TA98 + ampicilina (8 mg mL™).

11. La solucion de sales Vogel-Bonner (medio E 50X), se usé para preparar el medio
minimo de glucosa.

O© O~NOOTh,WDNPE

3.4.2.2. Prueba para determinar la dependencia a histidina (his-)

A partir del agar de cada tubo de cultivo nocturno se sembrd, con un aplicador de madera
estéril, la caja de prueba sin histidina (medio minimo + biotina) y luego la caja testigo con
histidina + biotina (en exceso). Se incubaron por 24 horas a 37 °C. Figura 6.

30



Capitulo Il Materiales y métodos

Wt TA98 Wit TA98

Medio minimo + biotina Medio histidina + biotina (en exceso)

Figura 6. Desarrollo de la cepa Wty TA98 después de las 24 horas de incubacién. Se observa el
crecimiento de la cepa wild type Wt en ambos medios de cultivo y la TA98 Unicamente en el medio
de cultivo con histidina + biotina.

3.4.2.3. Prueba para determinar la dependencia a biotina (bio-)

Para verificar este marcador, se sembré por estria recta cada una de las cepas del cultivo
nocturno (Wt y TA98), sobre una placa de medio minimo suplementada con un exceso de
histidina (Anexo 1). Se incub6 durante 24 horas a 37 °C. Solo se debe observar el
crecimiento de la cepa Wt pero no de la TA98. Figura 7.

Wit TA98

Figura 7. Desarrollo de la cepa Wt y TA98 en el medio minimo + histidina (en exceso), donde sélo
se observa el desarrollo de la Wt no dependiente de la biotina.
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3.4.2.4. Prueba para determinar la dependencia a histidina-biotina (his-/bio-)

En una placa de agar minimo suplementado con histidina/biotina se sembraron por estria
recta el cultivo nocturno de Wty TA98. Se incubaron por 24 horas a 37 °C y al final se
debe observar crecimiento de las dos cepas. Figura 8.

Wit TA938

Figura 8. Desarrollo de las cepas Wt y TA98 en medio minimo + histidina/ biotina (en exceso),
después de 24 horas de incubacion.

3.4.2.5. Prueba para determinar la sensibilidad al cristal violeta

Esta prueba se usa para verificar el marcador de la mutacién rfa (modificacion de
lipopolisacéaridos de la pared celular. Con un asa de madera estéril, y mediante estria recta
se sembraron sobre una placa de medio completo las cepas Wt y TA98, se dejaron
absorber y posteriormente se marcaron, en forma perpendicular, seis lineas con cristal
violeta. Se incubaron por 24 horas a 37 °C. El halo de inhibicién alrededor del cristal
violeta indica la modificacién de la pared celular y la presencia del marcador rfa. Figura 9.

Wit TA98

después de incubacion

Figura 9. Desarrollo de las cepas Wt y TA98 en medio completo, después de 24 horas de
incubacién se observan halos inhibicién del crecimiento.
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3.4.2.6. Prueba de sensibilidad a la luz Ultravioleta

La determinacion de la sensibilidad a la luz ultravioleta es una confirmacion de la deleccion
de gen uvr-B-bio. Se sembraron en una placa con medio completo las cepas TA98 y Wi.
Se cubri6 la mitad de la caja con papel aluminio y se irradié con una lampara de luz UV
(Mineralight, UVGL-58, Multiband UV 254/366 nm, 115 V, 60 Hz, 0.16 A, Upland CA.,
EEUU), a 10 cm de distancia durante 15 minutos; se incubd durante 24 hrs a 37 °C. Al
término de la incubacion se debe observar el crecimiento sobre toda la estria de la cepa
Wty solamente la mitad de la cepa TA98. Figura 10.

Expuesto

Wit TA98

Despuésde
irradiar e incubar

Expuesto

Wit TA98

Cubierto
Cubierte

Figura 10. Sensibilidad de la cepa TA98 al dafio del ADN por radiacién UV.

3.4.2.7. Verificacion de la presencia del plasmido pKM101.

El pldsmido pKM101 da resistencia a ampicilina y mayor sensibilidad a los mutagenos. A
partir de cada tubo se sembraron las cepas del cultivo nocturno Wt y TA98 en estrias
rectas. Primero se realiz6 la siembra sobre placas de medio completo y luego sobre placas
de medio completo suplementado con ampicilina. Se incubaron por 24 horas a 37 °C, al
término de la incubacion se debe observar la inhibicion de la cepa Wt y el desarrollo
completo de la TA98 en el medio completo + ampicilina. Figura 11.

Wt TA98
Wit

Medio NB Medio NB + ampicilina

Figura 11. Identificaciéon del plasmido pKM101, la cepa TA98 puede desarrollarse en el medio
con ampicilina por ser portadora de dicho plasmido.
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3.4.2.8. Reversion espontanea

Para esta prueba se utilizO una placa de medio minimo de glucosa, a la cual se le
adicionaron 2 mL de agar de superficie (Top), previamente mezclado con 100 uL de la
cepa Wt 6 TA98 como lo muestra la Figura 12. Se incubaron por un periodo de 48 horas
y al término se contaron las colonias revertidas usando un cuenta-colonias (New
Brunswick Scientific) con contador electronico. Los valores de reversién espontanea de
referencia o control para la cepa TA98 sin la fraccion S9 es de 20 a 50 colonias revertidas,
estos valores se consideran como validos en la literatura (McCann et al., 1975;
Mortelmans y Zeiger, 2000). En los laboratorios de Citogenética Vegetal y Humana del
Centro de Ciencias de la Atmosfera se tienen registrados los valores historicos de 30 a 50
colonias revertidas por placa para la cepa TA98 y pueden considerarse como validos
(comunicacion personal Dra. Josefina Cortés-Eslava, 2008).

Una vez verificadas las caracteristicas genotipicas de las cepas, se eligieron 3 colonias
gue mostraron la presencia de los marcadores genéticos. Con estas colonias se realizé la
reserva en placas y en crioviales. Las placas se mantienen bajo refrigeracion a 4 °C y los
crioviales a -80 °C.

Medio minimo de glucosa

100 uL de TA98

Agar de superficie /

2mL
—

Medio NB + ampicilina Reversion espontanea

Figura 12. Reversiéon espontanea de TA98 después de 24 horas de la siembra.

34



Capitulo Il Materiales y métodos

3.4.3. Cultivos de reserva de la cepa TA98 una vez verificados los marcadores
genéticos

3.4.3.1. Reserva en criovial

Se mezclaron 200 pL de cultivo nocturno de TA98 y 1800 pL de DMSO, se
homogeneizaron suavemente y se guardaron en crioviales estériles (Nalgen, NY, EEUU).
Se refrigeré primero a 4 °C por una hora y posteriormente se congelé a -20 °C para
finalmente almacenarlos en un ultracongelador a -80 °C hasta su utilizacion.

Para el cultivo nocturno a partir del criovial, se rasp6 un fragmento de hielo e inocul6 en el
medio nutritivo (Oxoid No. 2). Nota: El criovial debe abrirse so6lo en circunstancias
necesarias. Cuando se ha abierto de 5 a 10 veces es preferible desecharlo y usar uno
nuevo.

3.4.3.2. Reserva en placa o placa master

A partir del cultivo nocturno, se inoculan las bacterias por estria en placas con agar
enriquecido + ampicilina. Se incubaron a 37 °C, 48 h. Una vez fuera de la incubadora se
dejaron enfriar, se voltearon las cajas para evitar la condensacion del vapor de agua sobre
el medio, y se almacenaron envueltas en aluminio bajo refrigeracion.

3.4.4. Verificacién de la cepa Salmonella typhimurium TA98

La verificacion se realiza por medio de los controles positivos y AFB;. Para verificar el
comportamiento de la cepa TA98 se prepararon 108 placas de medio minimo de glucosa,
30 tubos con 1.3 mL, 30 tubos con 1.8 mL y 3 tubos con 1.9 mL de top agar.

En el tubo que contenia agar de superficie se mezclaron 100 pL de la bacteria TA98, 100
puL del control mutageno 6 de la AFB;, disueltos en DMSO y 500 pL del extracto
microsomal S9. El tubo se homogeneizé en un vortex y se vertid sobre las placas de
medio minimo. Se dejaron solidificar, se invirtieron e incubaron por 48 horas a 37 °C.
Posteriormente se contaron las colonias revertidas en cada caja. Cada experimento se
realizd por triplicado. En la Tabla 8 se muestran los controles usados para la prueba de
mutagenicidad con la cepa de Salmonella typhimurium TA98.
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Tabla 8. Verificacion de la cepa TA98 con controles de mutagenicidad.

Controles

Testigo negativo de mutagenicidad:
1.9 mL de agar de superficie +100 uL del cultivo nocturno de TA98.

Testigo positivo de mutagenicidad sin activacion metabolica:
1.8 mL de agar de superficie +100 uL 2-aminofluoreno +100 uL del cultivo nocturno de TA98.

Testigo positivo de mutagenicidad con activacion metabdlica:
1.3 mL de agar de superficie +100 pL 2-aminofluoreno +100 uL del cultivo nocturno de TA98 +
500 uL de S9.

Testigo positivo de mutagenicidad sin activacion metabolica:
1.8 mL de agar de superficie +100 uL benzo(a)pireno +100 uL del cultivo nocturno de TA98.

Testigo positivo de mutagenicidad con activacién metabdlica:
1.3 mL de agar de superficie +100 uL benzo(a)pireno +100 puL del cultivo nocturno de TA98 +
500 uL de S9.

Tratamientos directos sin activacion metabolica
Tratamiento directo sin activacion metabdlica:
1.8 mL de agar de superficie +100 pL AFB, (10 ug mL™) + 100 pL TA9S.
Tratamiento directo sin activacion metabdlica:
1.8 mL de agar de superficie +100 pL AFB, (100 ug mL™) + 100 uL TA98.
Tratamiento directo sin activacion metabdlica:
1.8 mL de agar de superficie + 100 uL AFB; (500 ug mL™) + 100 pL TA98,

Tratamientos con activacion metabdlica

Tratamiento con activacion metabdlica:
1.3 mL de agar de superficie +100 uL AFB, (10 ug mL™) + 100 uL TA98+ 500 ulL S9.
Tratamiento con activacion metabodlica:
1.3 mL de agar de superficie +100 uL AFB, (100 pg mL™) + 100 uL TA98+ 500 pL S9.
Tratamiento con activacion metabdlica:
1.3 mL de agar de superficie +100 uL AFB; (500 pg mL™) + 100 uL TA98+ 500 uL S9.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Muestreo y encuestas

Los resultados de los cuatro muestreos con un total de 784 kg de tortillas
correspondientes a las 392 muestras se presentan a continuacion. Primero se presentan
los resimenes de las encuestas de cada muestreo, la Tabla 9 corresponde al resumen
del primer muestreo (secas de 2006) y los datos completos estan en el Anexo 1.

Tabla 9. Resumen de resultados de las encuestas del primer muestreo (secas 2006).

N° . . . Color de .
Masa /Harina/ Proporcioén Masa propia - Origen del Venta
muestra / maiz: blanco, . .
Mezcla de la mezcla /comprada . maiz kg/dia
lugar amarillo, azul
1-7. 4 Harina 4 Sélo harina;uno sin 4 Sin datos; 2 3 Sindatos; 2 3 Sin datos; 2 Sin 3 Sin
Iztapalapa. Maseca;2 masay datos; uno Maseca/ compradas; uno blancos; 2 datos; de Estados; datos;225;250;
uno mezcla. Masa 5:50 kg propia amarillos Sinaloa 300;500
8-13. 3 Harina Maseca; 3 Sélo harina; 3 sin 3 Sin datos; 2 4 Blancos;uno 6 Sin datos 130; 200; 200-250;
G.A. Madero 3 masa datos compradas; una amarillo; uno 320; 420; 1120
propia. blanco/amarillo
14-19. 2 Hannf_:l Mas_eca;. 5 Sin datos; masa/ 3 Sin datos; 3 5 Blancos; 5 Sin datos; uno 2 Sin datgs; 8(_);
A. Obregén una harina Minsa; Maseca 50:10 kg compradas lamarillo Toluca 150-200; 400;
) " 2masa; 1 mezcla ) 500-600
20-25. 2 Mezcla;2 Harina 4 Sin datos; Masa/ Minsa 2 Sin datos; 2 4 Blancos; 2 5 Sin datos; 100; 110; 150-250;
. ; e ) ; . - . dos 250-
Coyoacan. Maseca; 2 masa 3:1;% Masa por ¥ Minsa compradas; 2 propias amarillos Fortimex, Puebla 300" 600
2 Harina Maseca; 3 Sin datos; masa/ .
26-31. T ; 3 Sin datos; 3 3 Blancos; 3 . 180; 180-200; dos
3 mezcla; harina Maseca 50:10 kg; 2 ! o 6 Sin datos. . s
Tlalpan. Minsa. masa/ Minsa 50:50 kg compradas amarillos 250; 300; 325
. 100% Maseca; masa/ . . Sin datos; 390
32-37. 2 Harina Maseca; ’ ] 2 Sin datos; 3 5 Blancos; Sin . ! '
. A ' Maseca 25:10 kg; 4 sin T ! 6 Sin datos 250-300; 275; 350-
Cuauhtémoc mezcla; 3 Masa. datos. compradas; propia. datos 400: 400:750
3 Harina . . . Sin datos; 200;
38-44. . . 3 Sin datos; 4 1 Amarillo; 6 6 Sin datos, AL, o
V. Carranza Maseca4 masa 7 Sin datos compradas. blancos. Estados. 200'300’,250’ 210-
350; 350
. . . 4 Sin datos; .
45-50. 3 Harina Maseca; . 3 Sin datos;2 propias; . . ' 2 Sin datos;100;
Azcapotzalco 3 masa 6 Sin datos una comprada 6 Blancos Smaloa,'l;anepantl 200;250; 500-550
. . 3 Sin datos; masa/ : .
1-56. ';eri'r?: mi?? Maseca 75:25 kg; masa/ an?'?a%a;gshﬁa 3 Amarillos; 3 6 Sin datos 2 Sin datos; tres
Iztacalco. mezcla: mas’a Maseca 50:5 kg; masa/ P o ia’ blancos. 200;250.
' Agroinsa 50:25 Kkg. propia.
. 2 Sin datos; 3 . . Sin datos; 50; 150-
5r-62. 6 Masa 6 Sin datos 4 Comprgdas, 2 blancos; 4 S,m. dgtos, Edo. 170;250; 300; 350-
Xochimilco. propias. } México; Sinaloa
blanco, amarillo 400
. . . . Sin datos; 4 . . 150; 200; 250-
: : pradas. blanco, amarillo P 500; 800.
2 Harina 5 sin datos Sin datos: 150:
69-74. Minsa;harina 1 mezcla Masa/ Minsa 2 Compradas; 3 Sin datos; 3 4 Sin datos; dos 500',672' !
M.Hidalgo Maseca;mezcla; 2 25:3 kg propia;3 sin datos. blancos Oaxaca;Sinaloa 1506 ’
masa
75-80 5 Masa: 3 Compradas; 2 Sin datos; 3 2 Sin datos; sin Sin datos; 100-
Tléhuéc sin datos’ 6 No dieron datos propias; blanco; datos; 2 Sinaloa; 150; 280; 300-
) ) sin datos. 2 amarillo. Bajio 350; dos 500.
; . 4 Sin datos . .
81-86. Harina Maseca;4 5 Sin datos; Sin datos; . 5 Blancos; 1 Portimex; Sin ‘?a“’sx
La M masa; mezcla Masa/Minsa 2:1 ki 3 compradas; amarillo Cargill Gto/ 150;250;
Contreras ' Lkg 2 propias. Signaloa 250-300; 350;600
Harina Maseca,; 2 . . . . . . Sin datos; dos
87'9..2' harina Minsa;2 5 Sin datos,. 3 Sin datos; 6 Blancos 5 S.m datos; 350; 350-370; 470;
Cuajimalpa. . Masa/ Maseca 90:10 kg 3 compradas. sin datos
masa; mezcla 700.
5 Sin datos: 2 De la regién;
93-98. 5 Masa,; 1 mezcla Masa/ Maseca 3 Propias; 3 Criollo; 4 blancos; Sonora;Sin 2 Sin datos; 80-
Milpa Alta mezcla 50:10 kg compradas. azul datos;Morelos;  200;200;450; 800
) sin datos.
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El resumen de los resultados de los cuestionarios aplicados al segundo muestreo (lluvias
de 2006) se presentan en la Tabla 10, los datos completos estan en el Anexo 1.

Tabla 10. Resumen de resultados de las encuestas del segundo muestreo (lluvias

2006).
Color de
o Masa Proporcién Masa maiz=blanc .
N° de Muestra, . b : Origen Venta
[Harina/ dela propia/ o, . .
lugar . del maiz kg/dia
Mezcla mezcla comprada amarillo,
azul
4 Harina Maseca; 6 Sin dato_s; 5 Sin datos; 4 Amarillas;3 8 Sin datos; . 450-500; 550;
1-7. Iztapalapa . masa/ Agroinsa . . 3 de Estados; ! !
2 masa; mezcla. 50:6k comprada; propia Blancos. Guanaiuato 500-600; 600;
K9 ! 650-675; 690;750.
8-13. Gustavo A. 3 Harina Maseca; 6 Sin datos 3 Sin datos; 3 3 Sg:;gs;zs,; 2 2 Sin datos;  Sin datos;125; 200;
Madero. 3 masa. ’ compradas. amarillé 4 Sin datos. 300; 450; 1500.
2 Harina Maseca; 3 Sin datos; 2 . .
< . ; A . ' 4 Blancos; 4 Sin datos; 2 Sin datos; 250;
14-19. Alvaro. Obregén  harina Minsa;3 6 Sin datos. compre_ldas, 2 amarillos.  Sonora;Sinaloa. 320-350:400:450.
masa. propia.
Harina Minsa; 2 5 Sin 3 Sin datos; . . . .
20-25. Coyoacan. harina Maseca; datos;masa/ 2 propias; 4;:]6;3%5; 2 6 Sin datos. 172-8205'21’530906;8%70’
2 masa;mezcla.  Minsa 50:10 kg comprada. ) ’ ’
2 Harina Maseca,; 4 Sin datos;
) ..o masa Minsa 3 Sin datos; 3 5 Amarillos; . 175-200;250; 300;
26-31. Tlalpan harina Mlnsa,z 25:5 kg; masa/ compradas. blanco. 6 Sin datos. dos 350;350-375.
mezcla; masa. .
Maseca 50:5 kg
3 Harina Maseca,; 8 Sin datos; 2 2 Sin datos; 3 Sin datos; 2 Sin datos;
32-37. Cuauhtémoc. mezcla; 2 masa 6 Sin datos. cogwr[c))rpz?gas; 4 blancos. 3 Sin datos. Tres 300; 600
. Sin datos; . : . ; .
38-44. Venustiano 2 harina Maseca: 7 Sin datos. 5 Sin datos; 5 Sin datos; 7 Sin datos. 7 Sin datos
Carranza . 3 compradas. 3 blancos.
3 masa; mezcla.
. . 5 Sindatos; . . : .
2 qulna Masgca, 70 kg masa 3 Sin datos,. 3 Sin Qat'os, 3 Sin datos: 5 Sin datos:
45-50. Azcapotzalco. harina Minsa; or 5 ka de 2 compradas; amarillo; 2 3 Sin datos 150-200
2 masa;mezcla. p hari 9 propia. blancos. '
arina
. 2 Sin datos; .
2 Harina ' . . _— Sin datos; 300;
51-56. Iztacalco. Maseca; 3 masalMaseca  2Sindatos; 4 amarllos:  sin datos. 350-375,380;
4 mezcla. ’ Mi%sa p ' ’ 350-400;450.
- . 5 Compradas; 3 Blancos; 3 5 Sin datos; Sin datos; 270; 270-
57-62. Xochimilco. 6 Masa 6 Sin datos. propia. amarillos. Sinaloa 300; dos 350;370.
. . . . 3 Amarillos; 2 . . 250; 250-300;
63-68. Benito Judrez.  © HanaMaseca; g g gargg  3SINdatos, Ty iaegy S SIndatos, g5y 350 360;
3 masa. 3 compradas. Edo. Mex ;
datos. 800; 900.
2 Harina Minsa; 5 Sin datos; 3 Sin datos; . 4 Sin datos; ) OAE AN
69-74. Miguel Hidalgo.  harina Maseca,; masa/ Maseca comprada; 5_Blancos, sin datos; Sin da.tos,2.45,400,
. . ! sin datos. 440;500; 600.
mezcla; 2 masa. 50:20 kg. 2 propias. Sonora.
4 Sin datos; : .
75.80. Tlahuac 4 Masa, masa/Maseca 5 Compradas; 4 Blancos; 3232;6‘?'0',5’ 270,300;350; 400;
' 2 mezcla. 50:5 kg; masa/ propia. 2 amarillos. ~—argit 600;1500.
. Sinaloa.
Maseca sin datos
. . 4 Sin datos; 2 Sin datos; . 4 Sin datos; 250; 280-300;
(Sli_r?t?érle_\g Magdalena ; ;r;nsi"\ga;zcziyla 2 Masa/Maseca 3 compradas; 24abr|na;rﬁ?oss, Cargill; Sinaloa/  350-370;380;
) ' ) 50:5 kg. propia. ) Gto. 350-450;1000.
. . 5 Sin datos; . . . . . 350-400; 350-
o2 Cummaps AN aaseca  JSMONS  SBaes  SSndmos ispcos a0
' : sin datos. pradas. : 9t 750,750-800.
4 Sin datos; . . .
’ . 3 Sin datos; sin Sin datos;
. 4 Masa; masa/Maseca 3 Propias; 4 Blanco; . . . 00
93-98. Milpa Alta. 2 mezcla. 50:10 kg; masa/ 3 compradas.  Amarillo;azul. datos;Sonora;  150; 350-400; dos

Maseca 50:7 kg.

Morelos.

450; 750.
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El resumen de los resultados de los cuestionarios aplicados al tercer muestreo (secas de
2007) se presentan en la Tabla 11, los datos completos estan en el Anexo 1.

Tabla 11. Resumen de resultados de las encuestas del tercer muestreo (secas 2007).

Color de
Masa . Masa maiz=blan .
N° de Muestra, ; Proporcion : Origen Venta
/Harina/ propia/ co, . p
lugar de la mezcla . del maiz kg/dia
Mezcla comprada amarillo,
azul
. . 6 Sin datos; 1 de 4 Sin datos; 1 . 6 de 650-750; 630;
ilzt-a7 éla a ;r:':;';]a y::iii?é Masa/ Agroinsa 50:5 propia; 2 4 (fmzﬁﬁgg’s Estados; 1  670; 500; 400-
palapa. y kg. compradas. de Sinaloa  450; 380; 350.
) . . S 3de 650;
guﬁévo A. Madero Masgcgégnriasa 6 Sin datos. 3C(S)Inq dreallt(;)asé ° s Abrlre];rc”l)os& s Estados; 3 250;350;170;
' ' : pradas. : Sin datos.  150; 390-400.
1de
14-19. 2 Harina 6 Sin datos 5 Sin datos; 1 3 Blancos; 3 Estados; 4 2 de 350; 4 sin
Alvaro Obregén Maseca; 4 masa. ' propia. sin datos. Sin datos ; datos.
1 Sinaloa
.1 de_ Ha”n.a 5 Sin datos; 1 3 Sin datos; 1 1 Sin datos; 4 1 Sin Sin qatos_';
20-25. Minsa; 2 harina . . . . . 430;670;
Coyoacén Maseca: 2 masa: masa/Minsa 50:10 propia; 2 blancos; 1 datos; 5 550:370:450-
1 mezcla. kg. compradas. amarillo. Estados. 500
2 Harina Maseca; 1 . ) . . 3 Blancos; 1 5 Estados;  450; sin datos;
26-31. harina sin datos; 3 4 Sin datos; 2 masa/ 3 Sin datos; 3 sin datos; 2 1sin 2 de 470; 370;
Tlalpan Maseca 50:5 kg. compradas. :
mezcla. amarillos. datos. 630.
32-37. 3 Harina . . . . .
Cuauhtémoc. Maseca: 3 masa. 6 Sin datos. 6 Sin datos. 6 Sin datos. 6 Sin datos 6 Sin datos
4 Blancos; 1 4 de 550; 500-550;
38-44. Venustiano 3 Harina Maseca; 3 6 Sin datos; masa/ 3 Sin datos; 4 - N . sin datos; 390;
. . sin datos; 2 Estados; 3 A
Carranza masa; 1 mezcla. Maseca 50:3 kg. compradas. . . 270-300; 370-
amarillos. sin datos. .
400; 350.
. . 5 Estados;  250; 650; 450;
45-50. H . ; 48l ;2 O P 0
Aici(;)otzalco Masgcaégnniasa 6 Sin datos. 30?):?1;&;3; ° ama;ﬁlc())ss’ 1Sin 800-350; 380;
' ' ' ’ ' datos. 300-370.
. 2 Sin datos; masa/
51-56 IV:ILaI;g(r:IeTél Maseca 50:7 kg; 2 Sin datos; 4 3 Amarillos; 3 3 Estados; 370; 450-500;
Iztacallco harina Min’sa' 4 masa/Mas_eca 50:5 kg, compradaé blancos ’ 3 Sin 260, 4.50; 350-
’ ' masa/Agroinsa 50:5 kg; ’ ' datos. 400; sin datos.
mezcla. :
masa/ Minsa
. . 5 Sin 350; 270-300;
57-62. Xochimilco. 6 Masa. 6 Sin datos. 5Compradas; 3 Blancos; 4 00 570, 350: 370;
1propia. amarillos. . .
Sinaloa sin datos
. . . 3 Amarillo; 2 5 Sin 900; 800; 360;
S asoaaina 6 Sin datos. 3 csg%df;i’iz 3 Blanco;Sin  datos;1  250-300; 320-
’ ' ' p ’ datos. Edo. Mex 380; 250.
. L . . 4 Sin L .
69-74. 2 Hgnna Mmsg, 1 5 Sin datos: Masa/ 3Sin datos:, 1 5 Blancos; 1 datos: 1 440,. sin c.iatos.,
. . harina Maseca; 1 . comprada; 2 - : . 245; 400; 500;
Miguel Hidalgo. mezcla: 2 masa. Maseca 50:20 kg. ropias sin datos. sin datos; 600
: : propias. 1 Sonora. :
4 Sin datos; : . . . .
75 - 80. 4 Masa,; 2 masa/Maseca 50:5 5 Compradas 4 Blancos; 2 3 Sin d:_;\t_os, 600; 400’ 27_0’
Tlahuac mezcla kg; masa/ Maseca sin 1 propia amarillos 2 Cargill; 1 350, 1500;
’ ! ’ ' Sinaloa. 300.
datos.
81-86. 1 Harina 4 Sin datos; 2 2 Sin datos; 3 . 4 Sin d_a_to§; 250, 350_'370;
. . . ! 4 Blancos; 2 1 Cargill; sin  280-300; 350-
La Magdalena Maseca; 3 masa; masa/Maseca 50:5 compradas; 1 . . .
Contreras > mezcla K ropia amarillos. datos/ 450; 1000;
) 9 propia. Guanajuato. 380.
3 Harina . . ) . . 5Sin 350-400; 750;
87-92. Cuajimalpa  Maseca; 2 masa; mE;sSal?l\/(Ij:;(e)ila\ 3;:2 dritgasé:a 3;'3;%%38’ 8 datos; 1 350-450; 750-
1 mezcla. : pradas. : Cargill. 800; 2 de 400.
4 Sin datos; 1 . . . . . .
93-98. 4 Masa,; 2 masa/Maseca 50:10 3 propias; 3 4 Blan‘co.s, 1 4 Sin datgs, Sin datosz 750_’
Milpa Alta. mezcla kg; 1 masa/Maseca compradas amarillo; 1 1 Sonora; 1 2 de 450;150;
' ’ ' ’ azul. Morelos. 350-400.

50:7 kg.
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Resultados y discusion

El resumen de los resultados de los cuestionarios aplicados al cuarto muestreo (lluvias de
2007) se presentan en la Tabla 12, los datos completos estan en el Anexo 1.

Tabla 12. Resumen de las encuestas del cuarto muestreo (lluvias 2007).

N° de Muestra,
lugar

Masa /Harina/
Mezcla

Proporcién
de la mezcla

Masa Color de

propia/ maiz=blanco
Comprada amarillo,azul

Venta
kg/dia

Origen del
maiz

1-7. Iztapalapa

4 Harina Maseca; 2

6 Sin datos; 1 a
masa/Agroinsa

4 Sin datos; 2 4 Blanco; 2

compradas; 1 amarillos; 1 sin

4 Sin datos; 1 sin

datos; 1 Estados;1 200; 2 sin datos;

masa; 1 mezcla. 50:6 kg. propia. datos. Sinaloa 700; 2 de 250; 350.
8-13. Gustavo A. 2 ;'2:;2: :\\/I/I%Ss?a:s’; L 6 Sin datos. 3 Sin datos; 3 Zaﬂg?iﬁg;s‘l 5 Estados; 1 200; 300; 2 de
Madero masa ' compradas. ’ Edo. Mex. 250; 450; 600.
: i en . . 2 Sin datos; 2
14-19. Alvaro %‘a':ﬁ]r;n&gﬂs'gsg’g 6 Sin datos 3 Sin datos; ZaSrrllr;rcijl?;ch.s,zz Estados; 150; 2 sin datos; 2
Obreg6n masa. 3 propias. blancos. Mlqhoacan; de 300; 350.
Sinaloa.
Harina Minsa; 2 5 Sin datos; 3 Sin datos; Sin datos; 3 . . . . .
20-25. Coyoacan. harina Maseca; 2 masa/Minsa 2 propiasy  blancos; azul; Sin datgs, 4de  Sin dat_os, 2_ de 150;
. . : Estados; Puebla. 300; 375; 600.
masa; mezcla 50:5. compradas. amarillo.
Harina Maseca,; 4 Sin datos:
harina sin datos; g 3 Sin datos; . . 3 Sin datos; . .
26-31 Tlalpan harina Maseca masa/Maseca propia; 2 3 Sin datos; 3 Estados 3 Sin datos;
Premium: 2 mezcla: 5_0.5, mgsa/ compradas. 3 amarillos. 100; 200;300
Minsa 50:7 kg.
masa.
. . 3 Sin datos; 2 . . .
32-37.Cuauhtémoc. 3 Harina Maseca; 6 Sin datos. comprada; 1 4 Blancos; 2 5 Estados; 1 Sin 6 Sin datos.
3 masa. T amarillos. datos.
propia.
. . . 6 Sin datos; 1 3 Sin datos; 3 . 5 Estados; 1 2 Sin datos; 100;
38-44. Venustiano 3 Harln.a Maseca; masa/Maseca  compradas; 1 4 Blangos, 3 Guanajuato; 1 120; 250; 270;
Carranza 3 masa; 1 mezcla. . - amarillos. ;
50:5 kg propia. Sinaloa. 350.
i : 3 Blancos; 1 . .
3 Harina; 3 masa ) 4 Sin datos; 2 SO 4 Estados; sin 2 Sin datos; 150;
45-50. Azcapotzalco. Maseca (Premium) 6 Sin datos propias. am.arll'lo, sin datos: Puebla. 200: 290: 600
datos; Sin datos.
3 Sin datos; masa/ 2 Sin datos; 3 350. 170: 300:
51-56. Iztacalco. 2 Harina Minsa; 3 Maseca 50:7; compradas, 1 4 Amarillos; 2 3 Estados; 3 Sin AT
i ea- : 350; sin dato; Sin
mezcla, 1 masa. masa/ Agroinsa; propia. blancos. datos. d
. atos.
masa/Minsa
. . 1 Amarillo y . . . .
57-62. Xochimilco. 6 Masa 6 Sin datos. 5 Compradas; blanco; 3 blancos: 4 Estados; 2 Sin 2 dg 200: 120,
1 propia. - datos. 130; 250; 300.
2 amarillos.
. . . . 2 Blanco; 1 Sin 4 Estados; 1 sin 250; 270; 600;
63-68. Benito Juarez. 3 Hagna Maseca; 6 Sin datos. 3 Sin datos; 3 datos; 1 sin datos; datos; 1Sin 650; sin datos; Sin
masa. compradas. ; ;
2 amarillos. datos; datos.
2 Harina Minsa; . . _— e
. . harina (Maseca 5 Sin datos; 3 Sin datos; 2 amarlllo§, 3 3 EStédos.’ S'r,] 150; 200; 300;
69-74. Miguel Hidalgo. . ; masa/Maseca blancos; datos; Jalisco; ! !
Premium); 50:6 3 compradas. amarillo/blanco Puebla 400; 500; 600.
mezcla; 2 masa. T :
2 Propias; 3 4 Amarillos; 1 szi:)nsqitgz;t;d?sr} Sin datos; sin
75-80. Tlahuac 6 Masa. 6 Sin datos. compradas; blanco; 1 sin 1 ,Sinaloa' ' datos; 250; 300;
1 sin datos. datos. ] 320; 500.
1Zapotitlan.
Harina (Maseca 5 Sin datos; Sin datos; Sin datos; 3 Sin datos; _3 Sin Sin datos; 100;
81-86. La Magdalena ; . e ) datos; . .
Premium); 4 masa/Maseca 4 propias; blanco; 2 . T 300; 600; dos de
Contreras. . . ) Importimex; Sinaloa
masa; mezcla. 50:5 comprada. amarillo. . 1000.
y Guanajuato.
2 Harina Maseca,; 3 Sin datos: 3 4 Amarillos; 1 3 Sin datos; 1 2 Sin datos; 1 sin
87-92. Cuajimalpa 1 harina Minsa; 3 6 Sin datos. ’ blanco; 1 sin sin datos; 2 datos; 150; 170;
compradas.
masa. datos. Estados. 250.
4 Blanco: 1 2 Sin datos; 1
. . 5 Propias; 1 ) Estado; 1 2 de 120; 2 de
93-98. Milpa Alta 6 Masa. 6 Sin datos. comprada. am:zr:ﬂllo, 1 Jalisco; 1 Morelos;  200; 250; 700.

1 Sinaloa.
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Las siguientes figuras muestran los resultados de las encuestas aplicadas a la venta
(Figura 13), materia prima (Figura 14), participacion de las principales harineras (Figura
15), origen de la masa (Figura 16), tipo de maiz usado (Figura 17) y la procedencia del

maiz (Figura 18) de las tortillas en los cuatro muestreos (secas y lluvias 2006, secas y
lluvias 2007).
La Figura 13, muestra la venta de tortillas por cada Delegacién segun las encuestas
aplicadas. La grafica muestra el comparativo de los cuatro muestreos y una tendencia a
una menor venta de tortillas en los dos muestreos de 2007.
Venta de tortillas por delegacién politica
700 -
600 -
1 OSecas 2006
500 1 | ) mLluvias 2006
|
= 4
S 400 1 : atl o O Secas 2007
~ (A 4 A
St 4 ‘c
[+ A4
1= 300 + - v OLluvias 2007
(@) All A
> 4
200 -
100 -
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GP‘“ p2© “\Y\G\)P‘\) NG o pO @Y gl ot ol \‘\\0.‘\}\‘*00\'\,‘\}\'\ N\
Delegacion

Figura 13. Venta de tortillas por delegacion.

GAM = Gustavo A. Madero; AO = Alvaro Obregén; COY = Coyoacén; Tlal =Tlalpan; CUAU = Cuauhtémoc;
VC = Venustiano Carranza; AZC = Azcapotzalco; IZC = Iztacalco; XOCH = Xochimilco; BJ = Benito Juarez;

MH = Miguel Hidalgo; TLAH = Tlahuac; MC = La Magdalena Contreras; MA = Milpa Alta; IZT = Iztapalapa.

En la Figura 14 se muestra que la materia prima “masa” es mas utilizada para la
elaboracion de las tortillas. Sin embargo, muchas de las tortillerias que declararon que
las tortillas eran de masa, tenian en el local sacos de harina nixtamalizada. La harina
mas empleada para la produccién de tortillas es Maseca. Esta harina se utiliza en los
supermercados en donde las tortillas se producen exclusivamente de harina
nixtamalizada. Pero también, se emplea en mezcla con la masa en las tortillerias. A
decir de los encargados de los expendios, se utiliza la harina para mejorar la textura de
la tortilla y para reducir los costos de produccion.
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Materia prima para elaborar tortillas
80.0 -
70.0 1 @ Secas 2006
60.0 -
O Lluvias 2006
© 500 - -L
S O Secas 2007
S 40.0 -
S 200 | o Lluvias 2007
o 30.
20.0 1
10.0 1
0.0 4
Masa Harina Mezcla
Materia prima

Figura 14. Porcentaje de materia prima para elaboracién de tortillas.

La participacion de la harina Maseca en el mercado fue de casi el 80% (Figura 15),
esta es la marca de la harina utilizada en los supermercados de las cadenas Comercial

Mexicana y Walmart.

80.0
70.0
60.0
50.0
40.0

Porcentaje

30.0
20.0
10.0

0.0

Participacion de las principales harineras

O Secas 2006

O Lluvias 2006

O Secas 2007

OLluvias 2007

Maseca Minsa Agroinsa

Marca de la harina

Figura 15. Participacion de las harineras en el mercado en épocas de secas y lluvias de

2006 y 2007.
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En cuanto al origen de la masa (Figura 16), casi el 60% de los tortilleros adquieren la

Resultados y discusion

masa en molinos comerciales y sélo un 40% cuentan con molino propio.

®— Q®Q +~ 33 ® O = O T

Origen de la masa para elaborar tortillas

80.0 1
70.0 1
60.0 1
50.0 1
40.0 1
30.0 1
20.0 1
10.0 1
0.0

Masa propia

Masa comprada

Origen de la masa

OSecas 2006

O Lluvias 2006

OSecas 2007

O Lluvias 2007

Figura 16. Origen de la masa en épocas de secas y de lluvias de los afios 2006

y 2007.

Respecto al tipo de maiz usado para la manufactura de tortillas y el color del maiz,
entre el 65 y 70% de los encuestados identifican al maiz blanco como el tipo mas
frecuente; un 35% dice que su masa es de maiz amarillo y solamente 1% utiliza maiz
azul, el resto no sabe qué tipo de maiz se utiliza para la elaboracién de masa o harina

(Figura 17).
Tipo de maiz usado para elaborar tortillas
70.0 =
60.0
O Secas 2006

50.0
o O Lluvias 2006
F 400
— <
S O Secas 2007
S 300
o OLluvias 2007

20.0

10.0

0.0 =
Blanco Amarillo Azul Otro  Desconocido
Tipo de maiz

Figura 17. Tipo de maiz empleado para la elaboracién de tortillas en el Distrito

Federal.
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La Figura 18 muestra la procedencia del maiz para elaborar tortillas. La mayor parte de los
encargados de las tortillerias indicaron que el maiz provenia de los Estados, sin embargo,
s6lo algunos conocian la procedencia del maiz. Los Estados citados fueron Sinaloa,
Sonora, Guanajuato y Estado de México.

Procedencia del maiz para tortillas

90.0 -

80.0 -
70.0 O Secas 2006

60.0 OLluvias 2006
50.0 -

40.0 A
30.0 OLluvias 2007

O Secas 2007

Porcentaje

20.0 A
10.0

0.0 ‘
Laregién Estados Desconocido

Procedencia

Figura 18. Procedencia del maiz para elaborar tortillas.

4.2. Célculo del factor de correccion

El factor de correccidén obtenido para el espectrofotometro UV/Vis fue 1.020 y, se calculé
como sigue: FC= [3160/3044.49] =1.020. En la Tabla 13 se muestran los resultados del
calculo del coeficiente de extincion molar obtenido para las disoluciones de K,Cr,0O-
empleadas para determinar el FC.

Tabla 13. Calculo del factor de correccion con base en la absorcion en UV para
soluciones de K,Cr,05.

Soluciéon de dicromato  Absorbancia promedio a & =(Ax1000)/[mM]

de potasio (mM) A max (350 nm)
0.0625 0.1898 3037.12
0.125 0.3884 3107.12
0.25 0.7793 3117.24
€ promedio = 3044.49 + 43.63
Cv=1.41
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Con el valor del FC y el valor del coeficiente de extincion molar (en Benceno:ACN 98:2)
para cada una de las AF, se procedi6 a determinar la concentracion real de AF en cada
una de las soluciones patrén. La concentracion se determiné como sigue:

C (ug AF mL™) = (Abs x PM x 1000 x FC)/e

Para AFB,
(0.60526 x 312 mg/mmol x 1000 pg/mg x 1.020)/19800 mM™=9.76 ug AFB; mL™

Para AFB,
(0.505 x 314 mg/mmol x 1000 pg/mg x 1.020)/20900 mM™*= 7.73 pg AFB, mL™

Para AFG;
(0.155 x 328 mg/mmol x 1000 ug/mg x 1.020)/17100 mM™*= 3.04 ug AFG; mL™

Para AFG,
(0.547 x 330 mg/mmol x 1000 pg/mg x 1.020)/18200 mM™*= 10.11 pg AFG, mL™

4.3. Curvas de calibracién

Las curvas de calibracidon son la base para toda la cuantificacién de las AF y se realizan a
partir de concentraciones de 1 ng mL™ de las 4 soluciones estandar (AFB;, AFB,, AFGy,
AFG;) se prepararon las diluciones para obtener la curvas de calibracion (2, 5, 10, 20, 30,
50, 100 y 200 ng de cada AF mL* en ACN). Las Figuras 19 A y B muestran dos
cromatogramas correspondientes a dos concentraciones de la curva de calibracion, las
Figuras 20 a 23 muestran las curvas de calibracion de cada AF.

A * B
R AFE m
E B AFE2 E
m 1

O g H
E ! 1)]
1]
| = | ==
o (=]
=2 3
TH | aFBEZ

b7 Booargr AFE1 G AFEZ

IJ . v g( o8 o

[ ! A JIFII'“—: A Ppe _

Tiempo de retencion {min) Tiempo de retencién (min)

Figura 19. Cromatograma de la mezcla de AF para la curva de calibracion A) 200 ng mL™* y B) 20
ng mL™* de AF totales.
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Los datos y la curva de calibracion de la AFB; estan en la Tabla 14 y Figura 20.

Tabla 14. Datos de la curva de calibracion de AFB;.

Resultados y discusion

AFB; Concentracion (ug kg?)

Parametros 2 5 10 20 30 50 100
4.7 19.6 42.0 84.0 128.0 213.8 430.3
4.7 19.3 40.1 84.1 128.2 216.7 438.4
4.6 19.4 41.6 86.2 128.8 215.8 432.6
*Promedio 4.7 19.4 41.2 84.8 128.3 2154 433.8
Desviacion |, 0.8 1.0 1.2 0.4 1.5 4.2
estandar
% CV ** 5.7 3.9 2.4 1.5 0.3 0.7 1.0
Intervalo
de IC(B1) = (4.35, 4.39)
confianza
Pendiente |4.37 £0.02
Ordenada | 594 0.8
al origen
R? 0.9999

** 0n CV = Desviacion estandar / Promedio x 100.

500

Curva de Calibracién para AFB1

Area cromatogréfica
. " N N @ w IS IS
5 & 8 B 8 & 8 &
8 & 8 3 8 3 8 3

a
S

0

0

20

40 60 80
ng g-1

100

120

Figura 20. Curva de calibracién de AFB;

Los datos y la curva de calibracion de la AFB; estan en la Tabla 15 y Figura 21.
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Tabla 15. Datos de la curva de calibracién de AFB,

Resultados y discusion

AFB, Concentracion (ug kg™

Parametros 2 5 10 20 30 50 100
21.7 42.6 84.1 166.9 246.8 406.3 805.0
19.9 42.0 84.0 167.0 2475 408.0 813.3
21.1 44.1 82.1 168.1 247.7 419.5 824.0

*Promedio 20.9 42 .9 83.4 167.4 247.3 411.3 814.1

Desviacion | g 11 11 0.6 0.5 7.2 9.6

estandar
% CV 4.5 2.6 1.3 04 0.2 1.8 1.2

Intervalo de _

confianza _|/C(B) = (8.07, 8.16)

Pendiente 8.11245262 + 0.04

Ordenada | 4 g/489722 + 2.0

al origen

R? 0.9999

900

Curva de Calibracién para AFB2

800 T

700 T+

600 +

500 +

Area cromatografica

300 +

200 +

100 +

0
0

20 40

60

ng g-1

80

100

120

Figura 21. Curva de calibracién de AFB,

Los datos y la curva de calibracion de la AFG; estan en la Tabla 16 y Figura 22.
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Tabla 16. Datos de la curva de calibraciéon de AFG;.

Resultados y discusion

AFG; Concentracién (ug kg™)

Parametros 2 5 10 20 30 50 100
6.5 19.2 43.8 92.9 145.3 235.7 486.9
Area 6.0 21.1 47.8 92.7 141.8 240.0 483.1
6.6 20.4 44.3 96.1 140.6 240.8 482.0
*Promedio 6.4 20.2 45.3 93.9 142.6 238.8 484.0
Desviacion |, 4 0.9 2.2 1.9 2.4 2.8 2.6
estandar
% CV 5.4 4.6 4.9 2.1 1.7 1.2 0.5
Intervalo de _
confianza IC(B1) = (4.85, 4.89)
Pendiente |4.87 +0.02
Ordenada | 5,5, g5
al origen
R? 0.9999

600

Curva de Calibracién para AFG1

500 +

400 1

Area cromatografica

300 +

200 +

100 +

0

0

20

Figura 22. Curva de calibracién de AFG,

Los datos y la curva de calibracion de la AFG; estan en la Tabla 17 y Figura 23.

;
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;
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120
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Tabla 17. Datos de la curva de calibracion de AFG..

Resultados y discusion

AFG, Concentracién (ug kg™)

Parametros 2 5 10 20 30 50 100
1 10.8 24.0 46.9 93.0 136.0 224.9 450.9
2 11.3 23.8 47.2 93.0 135.7 227.7 451.4
3 11.9 26.3 49.3 93.3 139.4 231.1 452.2
*Promedio 11.4 24.7 47.8 93.1 137.0 227.9 451.5
Desviacion | ¢ 1.4 1.3 0.2 2.1 3.1 0.6
estandar
% CV 51 5.7 2.7 0.2 1.5 1.4 0.1
Intervalo de _
confianza IC(B1) = (4.48, 4.51)
Pendiente |4.49 +1.02
Ordenada |, o5, 47
al origen
R? 0.9999

Curva de Calibracion para AFG2

450 +

400 +

350 +

w
S
S

Area cromatografica
o
S B
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Figura 23. Curva de calibracién de AFG;
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4.4. Validacion del método

La validacion del método es un criterio importante para realizar mediciones confiables v,
como se dijo en Materiales y Métodos, se divide en varios parametros del sistema como
son: precision, linealidad, exactitud y repetibilidad, limites de deteccidn y de cuantificacion,
cuyos resultados se presentan a continuacion.

4.4.1. Precision del sistema

La precision del sistema se muestra en la Tabla 18 a partir de los valores de las areas
cromatograficas obtenidas. Se puede observar que el valor del % CV de los 4 tipos de AF
varia de 1.4 a 4.0 que es un rango de valor aceptable, segun Horwitz (1982), de acuerdo

con las concentraciones que se trabajaron.

Tabla 18. Precisiéon del sistema.

Tipos de Aflatoxinas

AFB; AFB; AFG; AFG,
Respuesta analitica (Area cromatogréfica)
*Promedio 2.032 £0.027 0.728+0.021 0.500+0.018 13.686 + 0.542
% CV 1.345 2.833 3.510 3.958

4.4.2. Adecuabilidad del sistema

Se calculé el valor del % CV de la respuesta analitica que debe ser < a 2%, se
determinaron los parametros del factor de capacidad (k’), selectividad (o), platos teéricos
(N) y resolucion (R), para cada una de las inyecciones realizadas. A continuacion en la
Tabla 19, se muestran los datos con los cuales se calcul6 el coeficiente de variacion.

Tabla 19. Porcentaje del coeficiente de variacion de la sefial analitica para cada una
de las aflatoxinas.

Tipos de Aflatoxinas

No. de AFG, AFB; AFG, AFB,
repeticion - —
Area cromatografica
Promedio 187323 ¢ 1729 426912 £ 4290 671349 £ 937 124717 £ 2479
% CV 0.02 1.00 0.14 1.99

*Promedio de 5 determinaciones para cada AF
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Resultados y discusion

En la Tabla 20 se muestran los valores obtenidos para los parametros cromatograficos de
cada una de las repeticiones de acuerdo al protocolo de Garcia y Alcantara (2002).

Tabla 20. Valores de los parametros de adecuabilidad del sistema

Pico *Tr Tr K’ o N R

1 2.05 + 0.02

2 3.22+0.01
AFG; 6.69 £ 0.01 4.64 +0.02 2.27 £ 0.03 1.53+ 0.0 1548.13+ 2.66 16.99 + 0.07
AFB; 9.15+0.01 7.10 £ 0.02 3.80 £ 0.61 1.61 +0.01 2896.78 + 3.65 15.17 + 3.51
AFG, 13.51+0.02 11.46+0.02 5.60+0.05 1.57 +0.01 6319.76 £ 16.21 9.21 +0.33
AFB, 20.02+0.06 17.97+0.07 8.78+0.09 6165 + 37.13

*Promedio de 3 ensayos Tr = tiempo de retencién; Tr'= tiempo de retencion corregido;
K’= Factor de capacidad; o = Selectividad; N = numero de platos tedricos; R = Resolucion

Los picos que se usaron para calcular los parametros mencionados anteriormente son los
gue corresponden a las cuatro AF. En la Figura 24 se muestra el cromatograma de las AF
totales en concentracién de 120 ug L™ los picos se indican por el nombre de cada toxina.
Como puede observarse se cumplieron los criterios de los parametros cromatograficos K,
a y R con un valor superior a 2.

Fluorescencia

b
=

AFG2

AFB1

Tiempo de retencion (min)

Figura 24. Cromatograma correspondiente a una mezcla de AFG;, AFB;, AFG, y AFB, en
concentracion total de 120 ng mL™
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4.4 3. Linealidad del sistema

Resultados y discusion

Se presentan los resultados de porcentaje de recuperacion y linealidad del método, Tabla

21

Tabla 21. Célculo del porcentaj

e de recuperacién y linealidad del método.
2

AF AF adiciorl1ada AF Porcentaje de |PendienteOrdenada] R Intervalos de confianza
kg recuperada| Recuperacion
Woka) (ugpkg'l) + Dé) (% CV) IC(B1) | IC(Bo) | IC(W)
9.9 8.6 86.9
9.9 8.4 84.8
9.9 8.7 87.9
19.9 17.1 85.9
AFB, 19.9 17.4 87.4 (0.927,| (-3.327,| (87.77,
19.9 17.2 86.4 100 | -L77 1 0.993) 5 570y 0.211)| 91.23)
29.7 28.4 95.6
29.7 28.7 96.6
29.7 28 94.3
Promedio = DE, (% CV) 89.5+ 4.6, (5.1 %)
9.9 8.5 85.9
9.9 8.4 84.8
9.9 8.6 86.9
19.9 16.9 84.9
AFB>» 19.9 17.3 86.9 (0.895, | (-1.926,
10.9 17.2 86.4 0.937 | -1.026 | 0.997) 5 979y | 0.126) (885'5037)'
29.7 27 90.9 '
29.7 26.9 90.6
29.7 27.3 76.0
Promedio = DE, (% CV) 85.9 + 4.3, (5.0%)
9.9 8.9 89.9
9.9 8.5 85.9
9.9 8.6 86.9
19.9 17.3 86.9
AFG, 19.9 18.1 91.0 (0.89, | (-1.65,| (87.47,
19.9 17.4 87.4 0936 | -0.739 | 0.989) 98y | 0.17) | 90.93)
29.7 27.2 91.6
29.7 26.7 89.9
29.7 27.7 93.3
Promedio + DE, (% CV) 89.2+ 2.5(2.8%)
9.9 8.9 89.9
9.9 8.6 86.9
9.9 8.6 86.9
19.9 16.9 84.9
AFG, 19.9 17.3 86.9 (0.88, | (-1.94,| (86.85,
19.9 17.3 86.9 0934 | -0.836 | 0.996 0.99) | 0.27) | 90.31)
29.7 26.8 90.2
29.7 27.5 92.6
29.7 27.3 91.9
Promedio + DE, (% CV) 88.58 + 2.7,(3.0 %)

DE= Desviacion estandar; % CV = Coeficiente de variacion en porcentaje; IC(B;)= Intervalo de
confianza para la pendiente; IC(Bo)= Intervalo de confianza para la ordenada; IC(4) = Intervalo de

confianza para el porcentaje de recuperacion.
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Al obtener las curvas de calibracion, se obtuvo el valor del area bajo la curva de cada pico
cromatografico. Se construyd la grafica correspondiente a concentracion vs sefial analitica
y se determiné el valor de la pendiente (b,), la ordenada al origen (b,), el coeficiente de
correlacién (R?) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC(B1)), Tablas 14 a 17.

4.4.4. Exactitud y repetibilidad del método.

Los datos para el calculo de porcentaje de recuperacién se utilizan para determinar la
exactitud y repetibilidad del método que se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Célculo de porcentaje de recuperacién para determinar la exactitud del

meétodo.
Aflatoxinas *Cantidad de *Cantidad de Porcentaje Desviacion Porcentaje del Intervalo de
AF AF recuperada de estandar coeficiente de confianza
adicionada (ug kg™)  recuperacion (DE) variacion
(ug kg™ (%) (% CV)

AFB; 9.9 8.6 86.4 +15 1.8% (82.6, 90.3)
AFB, 9.9 8.5 85.8 +1.0 12% (83.3, 88.3)
AFG; 9.9 8.7 87.5 +2.1 2.4 % (82.2,92.7)
AFG, 9.9 8.7 87.8 +1.7 2.0% (83.4,92.1)
AFB; 19.9 17.2 86.5 +0.8 0.9% (84.6, 88.4)
AFB, 19.9 17.1 86 +1.0 1.2% (83.4, 88.6)
AFG; 19.9 17.6 88.4 +2.2 2.5 % (82.9, 93.8)
AFG, 19.9 17.2 86.2 +1.2 1.3% (83.3, 89.1)
AFB; 29.7 28.4 95.4 +1.2 1.2% (92.5, 98.3)
AFB, 29.7 27.1 91.0 +0.7 0.8 % (89.3, 92.8)
AFG; 29.7 27.2 91.5 +1.7 1.8% (87.3,95.7)
AFG, 29.7 27.2 91.5 +1.2 1.3% (88.5, 94.5)

*Promedio de tres repeticiones (n = 3), DE= Desviacién estandar, % CV= Porcentaje del
Coeficiente de variacion.

Para matrices complejas, como es la tortilla, se acepta un 70% de recuperacion por que los
analitos se encuentran como trazas a nivel de ppb, de modo que los porcentajes de
recuperacion obtenidos se encuentran dentro de los rangos aceptables segun Horwitz

(1982).

4.4.5. Limites de deteccion y de cuantificacion

Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) se determinaron con la desviacion
estandar de la regresion lineal de cada curva de calibracion de AF. En la Tabla 23 se
presentan las ecuaciones de cada curva de calibracién, LD, LC y el coeficiente de variacion

obtenidas.
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Tabla 23. Datos de curvas de calibracion.

Aflatoxina Ecuacion de R? Limite de Limite de Repetibilidad
regresion Deteccién Cuantificacion CV (%)
(ug kg™) (ug kg™)
AFB; y=4.367x—2.874 0.9999 0.5 1.4 1.8
AFB; y=8.112x + 3.841 0.9999 0.6 1.9 1.2
AFG; y =4.873x —3.760 0.9999 0.4 1.2 2.4
AFG; y =4.491x + 2.685 0.9999 0.4 1.5 2

4.5. Identificacién y cuantificacion de aflatoxinas en tortillas

4.5.1. Primer muestreo de tortillas de secas del 2006 (S06)

Se determind el valor de la humedad promedio de las muestras de tortilla que fue de 42.4
+ 5.2 %. Los resultados correspondientes al analisis de AF de las muestras del primer
muestreo (del 20 de marzo al 12 de abril del 2006) se presentan en la Tabla 24. El 22.5 %
(22/98) de las muestras de la estacion de secas analizadas se encuentran contaminadas
con una o varias de las AF, el 19.2 % con menos de 12 ug kg™ y solamente el 3% rebas6
el valor de la norma (12 pg kg™) (DOF, 2002a).

Lo interesante fue encontrar que la muestra N.- 81 (Tabla 24), tuvo 105.67 ug de AFB;
kgt de tortilla en peso seco, lo cual es una contaminacion alta. La AFB; es la més
mutdgena, teratdgena y cancerigena de todas las AF (Richard, 2007), y es la que se
encontr6 con mas frecuencia en tortillas. De acuerdo con Cai et al. (2008), las
concentraciones de AF en sustratos naturales siguen el siguiente patrén: AFB;> AFB,>
AFG; > AFG..

La biosintesis de las AF esta regulada por una serie de genes (Yu et al., 1998; Yabe et al.,
1999; Ehrlich et al., 2004) que son comunes en A. flavus y A. parasiticus. Ambas especies
son capaces de producir AFB; y AFB,, sin embargo, solo A. parasiticus produce AFG; y
AFG,. Muchos cientificos mantenian la hipétesis de que las AF de la serie G se producian
a partir de la serie B por interconversion (Dutton, 1988; Watanabe y Townsend, 1996).
Actualmente se ha demostrado que la biosintesis de las AFG; y AFG; esta mediada por el
gen nadA y las enzimas del citosol.

La biosintesis de estas AF se produce a partir de ortometil esterigmatocistina (OMST).
Recientemente se ha encontrado un intermediario final dentro de la conversion de OMST
a AFG; este intermediario es un pigmento amarillo fluorescente que recibié el nombre de
NADA (Cai et al., 2008).
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El problema es que aunque muchas muestras no rebasen los limites de tolerancia legales
en México, las AF se unen y producen aductos con el ADN, ARN y proteinas y, causan
mutaciones y cancer (Wang y Groopman, 1999).

Se sabe que Aspergillus nomius (Kutzman et al., 1987), Aspergillus tamarii (Goto et al.,
1996), Aspergillus pseudotamarii (Erhlich et al., 2007), Aspergillus bombycis y Aspergillus
ochraceoroseus (Cary et al. 2009) son capaces de producir AF. Sin embargo, Aspergillus
flavus y Aspergillus parasiticus son los Unicos de importancia agronémica (Payne y Brown,
1998) y son los hongos reconocidos como capaces de producir AF en maiz.

Hesseltine et al. (1970), y Davies et al. (1983), encontraron que las cepas toxicogénicas
de Aspergillus flavus producen solo AFB; y AFB; y las de A. parasiticus producen
generalmente B;, By, G1 y G,. Sin embargo, ambas especies eventualmente pueden
producir AFM; (Dutton, 1988). También se sabe que algunas especies de A. flavus
producen solamente AFB, (Dutton, 1988), por lo que no es extrafio encontrar muestras
contaminadas solamente con esta toxina como se observa en la Tabla 24.

En los cuatro muestreos realizados en la presente investigacién, se identificaron las cuatro
AF y concluimos que ese maiz fue invadido también por A. parasiticus. Esto coincide con
Angle (1986) quien reportd que A. flavus y A. parasiticus infectan el maiz durante el
desarrollo, en pre y postcosecha.

Hay varios estudios de AF en maiz y en tortillas como son los de Etcheverry et al. (1999),
Torreblanca et al (1986), Carvajal et al (1986), Carvajal y Arroyo (1997) y Juan-Lopez et
al. (1995), que coinciden con el presente estudio, a continuacién los detallamos.

En el trabajo de Etcheverry et al. (1999), se mostrd la presencia de AF en diversos
genotipos de maiz y harinas comerciales de maiz de Argentina. El estudio micolégico
mostré que Aspergillus tuvo una frecuencia del 69%. Las especies predominantes fueron
A. flavus (78%) y A. parasiticus (21%). Sin embargo, en harina de maiz se encontraron
Fusarium, Aspergillus y Penicillium. No hubo diferencias entre la harina precocida y sin
cocimiento. Coincidimos con este trabajo dado que encontramos las 4 AF y esto muestra
la presencia de ambos Aspergillus (A. flavus y A. parasiticus).

Torreblanca et al. (1986), hallaron niveles elevados de AF en maiz y tortillas de México
(AFB; en el 72 %), con concentraciones de AFB; de 5 a 500 ug kg™ en la muestra de 50
molinos y tortillerias de las Delegaciones de Coyoacan e Iztapalapa. En este trabajo se
encontraron menores concentraciones de AF y esto sefiala que ha habido mas calidad en
el manejo de maiz y tortillas, quiza relacionado con la implementacion de las normas
mexicanas NOM-187-SSA1/SCFI-2002 (DOF, 2002a), NOM-188-SSA1-2002 (DOF,
2002b) y buenas practicas de manufactura.

Carvajal et al. (1986), hallaron diversas micotoxinas en muestras de maiz, tortillas de maiz
y de trigo, e indicaron que las AF, la zearalenona y el desoxinivalenol (DON) no se
destruian con el tratamiento alcalino al 2%, ni a temperaturas de cocimiento de 110°C.
Ademas, se determinaron AF totales en maiz del Estado de Tamaulipas, México en un
rango de 15 a 1971 ug kg™ (Carvajal y Arroyo, 1997; Juan-Lépez et al., 1995). Con este
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trabajo coincidimos en que las temperaturas de las maquinas tortilladoras y la
nixtamalizacién no eliminan las AF.

En las Figuras 29 y 30 del Anexo 3 se muestran los cromatogramas correspondientes a
algunas de las muestras contaminadas del primer muestreo.

Tabla 24. Concentraciones de Aflatoxinas (ug kg™) por muestra de tortilla en peso
seco. Primer muestreo de secas de 2006 (S06).

Total de AF
., AFB; AFB, AFG; AFG, £
Delegacion  Muestra (Hg kg™ (kg  (okg?)  (igkgl ~ WIKI)de
Iztapalapa S06-1 12.8 ND ND ND 12.8
Iztapalapa S06-2 8.1 ND ND ND 8.1
Iztapalapa S06-3 3.0 ND ND ND 3.0
Iztapalapa S06-5 12.8 ND ND ND 12.8
Iztapalapa S06-6 4.8 ND ND ND 4.8
GA Madero S06-8 2.2 ND ND ND 2.2
GA Madero S06-10 2.3 ND ND ND 2.3
A.Obreg6n S06-15 ND 2.6 ND ND 2.6
Coyoacan S06-20 ND 2.2 <LC ND 2.2
Tlalpan S06-26 ND 3.2 ND ND 3.2
Tlalpan S06-27 ND 2.2 ND ND 2.2
Tlalpan S06-28 ND 2.2 ND ND 2.2
Tlalpan S06-29 ND 2.5 ND ND 2.5
Azcapotzalco S06-48 3.8 2.2 3.9 5.3 15.2
B. Juarez S06-68 4.8 <LD 4.1 2.4 11.1
Tlahuac S06-76 ND <LC 4.2 ND 4.2
M.Contreras S06-81 105.6 <LC ND ND 105.6
Cuajimalpa S06-90 29.6 <LC ND ND 29.6
<LD = Por debajo del limite de deteccién; <LC = Por debajo del limite de cuantificacion; ND = No

detectado; pg kg™ = microgramos por kilogramo.

4.5.2. Segundo muestreo de tortillas de lluvias del 2006 (LL0O6)

El segundo muestreo, estacion de lluvias, se realizé del 16 de octubre al 30 de noviembre
del 2006 y se muestran los resultados en la Tabla 25. En este muestreo hubo 13 muestras
de tortilla contaminadas de un total de 99 analizadas, esto equivale a 13.13% de tortillas
contaminadas. En este segundo muestreo 11 muestras (84.6%) tuvieron niveles menores
de 12 pg kg™ y dos (15.4%) estuvieron fuera de norma.

Es interesante observar que la muestra N° 82 tuvo 393.3 ug kg™ de AF totales segun la
Tabla 25 y 385.21 pg kg* de AFG; (Figura 32E), lo cual representa niveles de
contaminacion muy altos. Otra muestra muy contaminada fue la N° 85 (Figura 32F), con
15.8 ug kg™ de AFt, ambas muestras de la delegacién Magdalena Contreras.

Como podemos observar en la Tabla 25, la contaminacion en estacion de lluvias de 2006
es menor que en la estacion de secas de ese afio. Es conocido que los maices de
temporal que sufren de sequia se contaminan mas de AF, pues los hongos Aspergillus
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flavus y A. parasiticus que son saprofitos y se encuentran en el medio ambiente, invaden
los cultivos de maiz, y al estar restringidos del agua, producen mas AF (Davis et al., 1983).
Incluso se ha dicho que los riegos de apoyo en estacion de sequia pueden ayudar a la
planta a protegerse contra la formacion de AF.

Harrison et al., (1987), analizaron muestras de maiz destinadas a uso industrial y
encontraron que el 55% de las muestras contenian conidios de A. flavus/A.parasiticus, lo
cual fue confirmado por aislamiento selectivo. Posteriormente, el 32% de hongos aislados
fueron identificados como A. flavus/A. parasiticus y presentaron la capacidad de producir
AFB; y en algunos casos AFB; + AFB..

El hecho de que aparezca muy alta la AFG; puede explicarse tomando en cuenta la ruta
biosintética de AF (Steyn et al., 1980), realizadas con C**, estudios cristalograficos y de
resonancia magnética, que indican que la AFB; puede formar a la AFG;, cosa que se
especifica en las publicaciones de Trail et al. (1995), de Minto y Townsend (1997) y de
Bennett et al. (1997), también puede ser producida a partir de un metabolito intermediario
llamado dimetil esterigmatocistina.

La presencia de AFG; indica que su origen puede ser el hongo A. parasiticus quien la
puede formar simultaneamente con la AFB;. Ambas AF representan un alto riesgo para la
salud humana. La AFG; es un potente cancerigeno para rifién de rata. De acuerdo con
Molyneaux et al. (2007), el doble enlace entre los carbones C®=C® del furano terminal, se
oxida por las enzimas microsomales del citocromo P45 del higado o rifion. Esta oxidacion
produce el 8,9 epoxido, que se une a moléculas como ADN, ARN y proteinas. Por lo que
el doble enlace en el furano es el responsable de la toxicidad de las AFB; y AFG;.

Sin embargo, en las AFB, y AFG,, se presentan la saturacién entre los carbones C®=C°.
La oxidacién del enlace saturado y su posterior formacion del epoxido es hipotética.
Debido a la saturacion, su reactividad y toxicidad son mucho mas bajas por lo que
representan ser una amenaza menor comparada con las AFB; y AFG;.

Tabla 25. Concentraciones de Aflatoxinas (ug kg™) por muestra de tortilla en peso
seco. Segundo muestreo de lluvias de 2006 (LLO6).

Total de AF
. AFB; AFB, AFG; AFG, a1
PELEGACION MUESTRA " (igkg™)  (okg®) (okgh)  (ugkg?y ~(HIKY Jde
Iztapalapa LLO6-2 1.9 ND ND ND 1.9
GA.Madero LL06-9 4.6 ND ND ND 4.6
GA.Madero LL06-10 1.6 ND ND ND 1.6
Tlalpan LL06-30 14 ND ND ND 1.4
Cuauhtémoc LL0O6-33 <LC 2.0 ND ND 2.0
Cuauhtémoc LL06-34 1.6 0 ND ND 1.6
Azcapotzalco LLO6-45 1.7 <LC ND ND 1.7
Azcapotzalco LLO6-49 ND 2.1 ND ND 2.1
M.Contreras LLO6-81 7.8 ND ND ND 7.8
M.Contreras LLO6-82 <LC 4.2 385.2 3.9 393.3
M.Contreras LL06-85 4.9 <LC 5.0 5.9 15.8
Milpa Alta LL06-95 9.8 ND ND ND 9.8

<LD = Por debajo del limite de deteccién; <LC = Por debajo del limite de cuantificacion;
ND = No detectado; pg kg™ = microgramos por kilogramo.
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Debido a la relacion estrecha que posee AFG; con AFB; se realiz6 una investigacion
(Garner et al., 1972), sobre la toxicidad de AFG; in vitro para conocer la potencia
cancerigena de esta AF en mamiferos y animales. La union de la AFB; y de la AFG; al
ADN es mayor que su union al ARN ribosomal de higado vy rifiones de rata, y la AFB;
forma la mayor cantidad de aductos. En estudios de distribucion de AFB; y AFG; sobre
diversos modelos de membrana celular, se mostré que la AFB; es mas lipofilica que la
AFG;. La AFG; se une menos al ADN y es menos cancerigena que la AFB;. La menor
potencia cancerigena de la AFG; se ha probado en microsomas de higado y bacterias en
un ensayo de suspension liquida, donde AFG; resultd ser cuatro veces menos toxica que
la AFB; (Garner et al., 1972). Por otro lado, se reportd que la toxicidad de AFG; es 70%
menor que la de AFB; en ensayos con Salmonella (Wong y Hsieh, 1976). Los datos sobre
la toxicidad de AFG; in vitro contribuyen al conocimiento de su poder cancerigeno en
mamiferos y otros animales.

La caracterizaciéon de aductos (que son los cancerigenos activos) de AFG;-ADN (trans-
9,10-dihidro-9-(7-guanil)-10-hidroxi-AFG;), formados por activacion in vivo, in vitro y por
oxidacion peréacida, indica que la mayoria de estos aductos poseen la misma estructura
quimica que los aductos de AFB;. El aducto de AFG31-ADN se forma al unirse con el N’ de
la guanina. Hay una buena correlacion entre las uniones AFG3-ADN in vivo en el higado y
la susceptibilidad a desarrollar cancer, también se ha observado que esta AF es un
cancerigeno muy potente para rifion (Garner et al., 1979).

La membrana nuclear de los hepatocitos tiene un papel importante en la union de la AFG;
y AFB; al ADN, mientras que el reticulo endoplasmico une las AF al ARN ribosomal (Neal
y Godoy, 1976). Ademas del higado, es posible que otros 6rganos tengan la capacidad de
activar a las AF y asi producir diferentes tipos de tumores malignos. Garner et al. (1979)
proponen la existencia de un metabolito que transporte las AF a otros 6rganos y reactive
los metabolitos hidrolizados.

Las Figuras 31 a 33 del Anexo 5 muestran los cromatogramas de muestras
contaminadas del segundo muestreo de lluvias 2006.

4.5.3. Tercer muestreo de tortillas de estacion de secas de 2007 (S07)

En el tercer muestreo correspondiente a la estacién de secas del 2007 se realizé del 13 de
abril al 9 de mayo de 2007, los resultados se presentan en la Tabla 26. En este caso se
encontraron 11 muestras de tortilla contaminadas de un total de 98 analizadas, esto da
11.2% de tortillas contaminadas. En este tercer muestreo 10 muestras (tuvieron niveles
menores de 12 pg kg™, y 1 estuvo fuera de norma. Es interesante observar que la muestra
N° 31 (Figura 34B), de la Delegacion Tlalpan tuvo 290.4 pg kg™ de AF totales, es decir,
140.33 pg kg* de AFB; y 150.14 ug kg' de AFG; lo cual representa niveles de
contaminacion muy altos.

La contaminacion en estacion de secas de 2007 es menor que en la estacion de secas de

2006. La contaminacion del maiz por Aspergillus flavus y A. parasiticus varia segun las
condiciones ambientales favorables para el aumento de los hongos.
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Se han reportado diversos brotes fungicos en EEUU., en el oeste, la contaminacion por AF
del maiz trae pérdidas econdémicas, del grano y en su procesamiento (McGee et al., 1996).
El incremento de las poblaciones de Aspergillus y la produccion de AF se presenta en los
meses de julio y agosto de los afios con baja precipitacion pluvial y estrés por sequia. Se
observd el comportamiento de A. flavus en campos de maiz en lowa, en afios no
favorables para la contaminacion del maiz por AF. Se midieron las poblaciones de A.
flavus, de junio a septiembre en rastrojo y tejidos de maiz, suelo y aire durante dos
periodos de 1979 a 1980 y de 1991 a 1993. La rotacion de cultivos no tiene gran influencia
sobre las poblaciones de A. flavus, aunque en julio del periodo de 1991 a 1993 se
incrementd sustancialmente con respecto a los otros meses. A. flavus no desaparece sino
que persiste en el ecosistema del maiz, y en afios de sequia y calor causa pérdidas en el
cultivo.

En 1998 se detectaron AF en maiz de Texas, Louisiana, Mississippi, Arkansas y el sureste
de Missouri. En Missouri la incidencia fue severa, de 20 a 1500 ug kg™, y se rechazé del
10 al 30% del maiz con AF. Durante junio y julio, hubieron estrés por sequia y calor
inusuales que favorecieron el desarrollo de A. flavus. En los Estados de Arkansas,
Mississippi, Texas y Louisiana el rechazo por contaminacion de AF en maiz fue superior al
50% (Wrather y Sweets, 2005).

Tabla 26. Concentraciones de Aflatoxinas (ug kg™ por muestra de tortilla en peso
seco. Tercer muestreo de secas de 2007 (S07).

Total de AF
- AFB; AFB, AFG; AFG, 1
DELEGACION MUESTRA (Ug kg'l) (ug kg—l) (ug kg—l) (g kg—l) (ugtjoligt;]i”)ade
Tlalpan S07-29 6.9 ND ND ND 6.9
Tlalpan S07-31 140.3 ND 150.1 ND 290.4
Cuauhtémoc S07-32 2.5 ND ND ND 2.5
V. Carranza S07-42 6.2 ND ND ND 6.2
V. Carranza S07-43 5.6 ND ND ND 5.6
Azcapotzalco S07-49 ND 4.7 ND ND 4.7
Azcapotzalco S07- 50 8.2 ND ND ND 8.2
B.Juarez S07-65 6.0 ND ND ND 6.0
Tlahuac S07-76 11.4 ND ND ND 11.4
M.Contreras S07-81A 6.4 ND ND ND 6.4
Cuajimalpa S07-88 7.8 ND ND ND 7.8

<LD = Por debajo del limite de deteccion; <LC = Por debajo del limite de cuantificacion;
ND = No detectado; pg kg™ = microgramos por kilogramo.

En las Figuras 34 y 35 se presentan los cromatogramas correspondientes a las muestras
positivas a AF del tercer muestreo de secas 2007.
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4.5.4. Cuarto muestreo de tortillas de lluvias de 2007 (LLO7)

El cuarto muestreo, lluvias 2007, se realizd del 18 de octubre al 9 de noviembre del 2007,
Tabla 27. Hubo 14 muestras de tortilla contaminadas de un total de 98 analizadas, esto
da 14.3 % muestras contaminadas. En este cuarto muestreo, de las muestras
contaminadas, 13 de ellas (92.9 %) tuvieron niveles menores de 12 pg kg™ que es el
limite de tolerancia legal en México para tortilla, y solamente 1 muestras (7.1%) estuvo
fuera de norma. Es interesante observar que la muestra N° 71 (Figura 37C) tuvo 31 ug
kg™t de AF totales y 11.44 de AFB1, 3.05 de AFB, y 16.61 de AFG; lo cual representa
niveles de contaminacion altos, considerando que las AFB; y AFG; son las mas toxicas de
las cuatro (Molyneaux et al., 2007; Richard, 2007), y que la AFB; es la que se encontro
con mas frecuencia en tortillas.

La contaminacion en estacion de lluvias de 2007 fue mas frecuente que en la misma
estacion del afilo anterior. Sin embargo, las concentraciones de AF determinadas son
inferiores a las observadas en lluvias de 2006. No obstante, si se considera que el peso
seco promedio de una tortilla de 14.34 g y el valor mas bajo de contaminacién de este
muestreo es de 0.93 ug de AFB,/kg de tortilla en peso seco; se tendria una contaminacion
de 13.33 ug de AFBy/tortilla. Con lo cual se rebasa el valor de la NOM-187-SSA1/SCFI-
2002 (DOF, 2002a). Por otra parte, la dieta del mexicano no incluye una tortilla sino
varias, de ahi que Fernandez-Mufoz et al., (2006) mencionan que el consumo per capita
de tortillas en México es de 325 g por dia.

Tabla 27. Concentraciones de Aflatoxinas (ug kg™) por muestra de tortilla en peso
seco. Cuarto muestreo de lluvias de 2007 (LLO7).

Delegacién Muestra AFBy AFBz AFGy AFG,  Total de AF (ug
(ng kg™) (ng kg™) (Mg kg™) (ngkg')  kgr)de tortilla

Iztapalapa LLO7-3 ND ND ND 4.2 4.2

A.Obregon LLO7-17 ND 2.8 ND ND 2.8

Coyoacan LLO7-22 2.0 ND ND ND 2.0

V. Carranza  LL07-43 ND 2.4 ND ND 2.4

Xochimilco LLO7-62 2.6 ND ND ND 2.6

B. Juarez LLO7-64 54 ND ND ND 54

B. Juérez LLO7-66 4.0 ND ND ND 4.0

B. Juérez LLO7-68 5.0 ND ND ND 5.0

M.Hidalgo LLO7-70 35 ND ND ND 3.5

M.Hidalgo LLO7-71 11. 4 3.1 16.6 ND 31.1

M.Contreras LL0O7-83 ND ND 5.8 <LC 5.8

Cuajimalpa LLO7-87 3.7 ND ND ND 3.7

Milpa Alta LLO7-95 8.7 ND ND ND 8.7

Milpa Alta LLO7-96 ND ND ND 4.3 4.3

<LD = Por debajo del limite de deteccion; <LC = Por debajo del limite de cuantificacion; ND
= No detectado; pug kg™ = microgramos por kilogramo.
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En las Figuras 36 a 38 del Anexo 3 se presentan algunos de los cromatogramas
correspondientes a las muestras positivas a AF del cuarto muestreo de lluvias de 2007.

4.6. Andlisis estadistico de la contaminacién de AF en tortillas

Se realizaron las pruebas de analisis de varianza (Anova), como un método descriptivo de
los niveles significativos. Debido a que la distribucién de las AF fue muy dispersa y no se
ajusta a una distribucion normal se corrid la prueba de Wilcoxon/ Kruskal-Wallis (Wilcoxon,
1945; Kruskal y Wallis, 1952), que no asume una distribucion normal y que se ajusta a los
datos obtenidos en esta investigacion. La prueba no paramétrica permiti6 comparar las
medianas de las muestras y se identificaron las diferencias existentes entre las fuentes de
variacion y la concentracion de cada una de las AF.

Las fuentes de variacion probadas en el experimento son la estacion de muestreo (secas y
lluvias), tipo de expendio (tortilleria y supermercado), materia prima (masa, harina 6
mezcla: masa-harina), marca de harina (Maseca, Minsa, Agroinsa) y la delegacion de
muestreo. A continuacion se muestran los resultados de los analisis con diferencias
significativas.

Para identificar diferencias por las estaciones de muestreo y el tipo de aflatoxinas se
realiz6 el andlisis de varianza y la prueba de Wilcoxon/ Kruskal-Wallis, esta ultima prueba
estadistica permitié determinar la influencia de la estacion de muestreo sobre el contenido
y tipo de AF, no se encontraron diferencias significativas para ninguna de las AF ni en
forma individual ni como el total de ellas (AFB; + AFB, + AFG; + AFG,). Esto significa que
las tortillas que se consumen durante la estacion de secas son iguales a las tortillas que se
consumen durante la estaciéon de lluvias. Puesto que las diferencias en la concentracion de
las AF no son estadisticamente significativas.

Respecto al tipo del expendio si se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones de AFB; y AFG,. En las concentraciones de AFB;, y AFG; y AF totales
(AFt), no hubo diferencias significativas. La prueba de aproximacion normal para dos
muestras se obtuvieron valores de Z (p= 0.0320) y en la prueba de una via para y? (p=
0.0320) para AFB; por lo que las muestras provenientes de tortillerias presentaron mayor
contaminacion de AFB;, para el caso de AFG; los valores de Z (p= 0.0465) y Xz (p=
0.0463) también muestran que las tortillas de tortilleria estan mas contaminadas con
respecto a las adquiridas en supermercados.

La prueba de Wilcoxon permitio determinar diferencias significativas entre el tipo de
materia prima empleado para la elaboracién de tortillas (masa, mezcla, Maseca, Minsa),
segun el tipo de AF. Las diferencias encontradas fueron para AFB; p= 0.0208 y AFG; p=
0.030. La harina Maseca es la mas contaminada. Para las AFB,, AFG; y AFt no hubo
diferencias significativas.

También la prueba no paramétrica mostro que no existen diferencias significativas entre el
tipo de harina empleado para la elaboracién de tortillas (Maseca, Minsa), segun el tipo de
AF. El valor de p= 0.0536 para AFB; se encuentra muy cercano a p= 0.0500, que es

61



Capitulo IV Resultados y discusion

necesario para asegurar que si existen diferencias. Dados estos resultados la harina
Maseca es la que muestra mayor contaminacion. Para las otras AF (AFB,, AFGy, AFG; y
AFt), no se encontraron diferencias significativas entre el contenido de AF y el tipo de
harina empleado para la elaboracién de tortillas.

En el caso del sitio de muestreo, no se encontraron diferencias significativas ya que el
valor de p = 0.0858, es superior a 0.050, sin embargo el andlisis estadistico de una via de
Wilcoxon para cada una de las AF por delegacion permitio determinar diferencias
significativas al comparar las delegaciones y los niveles de AF. En virtud de este resultado
se realizaron las pruebas de pares y se identificaron las diferencias significativas entre
algunas delegaciones. Los resultados muestran que las tortillas de las delegaciones
Azcapozalco, Magdalena Contreras y Tlalpan presentan mayor concentracion de AF al
compararse con las delegaciones de la Tabla 28.

Tabla 28. Diferencias significativas para la concentracion de AFB; por delegacién
de muestreo.

Delegacién contrastada  Azcapotzalco  Magdalena Contreras  Tlalpan

Valor de p Valor de p Valor de p
Iztapalapa 0.0083 0.0342 0.0109
Iztacalco 0.0110 0.0414 0.0142
Gustavo A. Madero 0.0110 0.0414 0.0142
Xochimilco 0.0110 0.0414 0.0142
Benito Juarez 0.0163 el 0.0210
Cuajimalpa 0.0214 el 0.0275
Milpa Alta 0.0214 - 0.0275
Tlahuac 0.0364 s 0.0464
Cuauhtémoc 0.0440 = ceeee e
Venustiano Carranza 0.0379 s 0.0486

4.7. Prueba de mutagenicidad de las tortillas por el método de Ames

A continuacion se presentan los resultados de los ocho ensayos para determinar los
marcadores genéticos y la viabilidad de la cepa para su empleo en la prueba de
mutagénesis.

4.7.1. Recuperacion de la cepa criogénica
Se descongelé la cepa de Salmonella typhymurium TA98 (raza) [hisD3052, gal, (chl, uvrB,
bio) rfa, pKM101 (MucA/B Amp)] la cual se recuperé de un cultivo conservado a -80°C

donado por el M. en C. Israel Pérez Lopez del laboratorio de Oncologia Experimental del
Instituto Nacional de Pediatria.
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4.7.2. Dependencia a histidina (his-)

En el medio libre de histidina sélo se observo el desarrollo de la cepa Wt, pero en el medio
con histidina se verifico el crecimiento de las dos cepas tanto la Wt como la TA98. Lo que
indica que las cepas TA98 CCA, INP A y INP B son dependientes de este aminoacido y
gue aun conservan la mutacién en el gen hisD3052 que afecta el marco de lectura de la
secuencia repetitiva -C-G-C-G-C- \ -G-C-G-C-G-, esto impidi6 a la bacteria sintetizar el
aminoécido histidina por lo que no puede crecer en un medio auxotréfico es decir un medio
gue no aporta los nutrimentos.

4.7.3. Dependencia a biotina (bio-)

Nuestros resultados muestran que debido a esta mutacion sélo crecio la cepa silvestre que
no requiere la presencia de la biotina.

Una explicacion de lo sucedido es que otra de las mutaciones que presenta la cepa TA98
es (uvrB) es una deleccion del gen que codifica el sistema de reparacion por escision del
DNA, resultando una mayor sensibilidad en la deteccion de varios mutagenos (Ames, et
al., 1971, 1972, 1973a, b). Por razones técnicas, la deleccion del gen uvrB de escision se
extiende a través del gen bio y como consecuencia, estas bacterias también requieren
biotina para su crecimiento (Maron y Ames, 1983).

4.7.4. Dependencia a histidina-biotina

Las dos cepas (Wt y TA98) crecieron, esto se debe a que la Wt no requiere histidina -
biotina para crecer. La TA98 es dependiente de estos dos compuestos pero el medio de
cultivo los tiene en exceso, lo cual permite el desarrollo de las dos cepas.

Se confirm6 que la cepa de Salmonella TA98 es dependiente a histidina, porque requiere
de este aminoacido para crecer en un medio selectivo. Esta cepa presenta una mutacion
por deleccion de pares de bases en el operén hisD3052 por lo cual no sintetiza el
aminoéacido. Por otra parte, la dependencia a la biotina se debié a que la mutacion por
escision del gen uvrB se extendié hasta el gen de biotina. Con esto se comprobd que la
cepa presentaba las mutaciones esperadas al observar la dependencia a histidina — biotina
y estaba en condiciones idoneas para las pruebas (Maron y Ames, 1983; Tejs, 2008).

4.7.5. Verificacion del marcador rfa que modifica la pared celular, por sensibilidad al
cristal violeta

En esta prueba se observoé inhibicion del desarrollo de las cepas TA98 (CCA, INP A, INP
B) y Wt. El cristal violeta penetra la pared celular de todas las bacterias sin embargo, las
cepas TA98 al presentar el marcador rfa, que modifica la composicion de los
lipopolisacaridos y aumenta la permeabilidad de la pared celular, facilita la entrada de
moléculas como el cristal violeta al interior de la célula (Ames et al., 1973a). Con lo cual se
observa mayor inhibicién con respecto a la cepa Wt.
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4.7.6. Prueba para determinar la sensibilidad a la luz ultravioleta (confirmacién de la
deleccion de genes uvr-B-bio)

En esta prueba se observo la inhibicion del crecimiento de la parte expuesta a la radiacion
UV, por lo cual se pudo verificar la deleccion de los genes uvr-B-bio. La prueba de la
dependencia a biotina corrobor6 la deleccion de estos genes.

4.7.7. Verificacion del factor R

En el agar con ampicilina, solamente la cepa de TA98 se desarroll6 y la Wt no crecio. Esto
fue debido a que la TA98 tiene un plasmido pKM101, que codifica para la resistencia a
ampicilina y la cepa Wt es sensible a este antibiético pues no cuenta con dicho mecanismo
de resistencia (Langer et al., 1981).

4.7.8. Reversion espontanea

La mutacion hisD3052 portada por las cepas TA98 es una mutacién de corrimiento del
marco de lectura que afecta la secuencia de bases repetitivas cercanas. La reversion de
esta mutacion al estado silvestre puede suceder de manera natural pero se ha reportado
que el valor de las colonias revertidas espontaneamente se encuentra entre 20 y 50. Sin
embargo, la reversion es inducida por diferentes mutagenos de corrimiento del marco de
lectura como el 2-nitrofluoreno, benzo(a)pireno, AF y varios derivados aromaticos nitrosos
de aminas cancerigenas.

En este ensayo, se verifico la reversion espontanea para determinar que la cepa TA98
presentaba la mutacion hisD3052. El nimero de colonias revertidas se encontré dentro de
los valores reportados como Optimos. En la Tabla 29 se presentan los resultados
obtenidos de reversion espontanea para las tres cepas de S. typhimurium TA98. De
acuerdo a los valores que se obtuvieron de la cuenta de colonias revertidas, y a los
resultados obtenidos de los demas marcadores genéticos, se decidi6 trabajar con la cepa
identificada como TA98 (INP B), ya que la cantidad de colonias reportadas en la literatura
para TA98 se encuentra entre 20 y 50 y los obtenidos para esta cepa son mas
homogéneos.

64



Capitulo IV Resultados y discusion

Tabla 29. Reversion espontanea para las tres cepas de Salmonella typhimurium
TA98 probadas.

Cepa

Repeticion TA98 (CCA) TA98 (INP A) TA98 (INP B)

1 14 26 29

2 22 23 14

3 18 21 26

4 19 19 31

5 27 38 25

6 18 9 21
Promedio 19 22 24

CCA: Centro de Ciencias de la Atmosfera, UNAM.
INP: Instituto Nacional de Pediatria, SSA.

4.8. Verificaciéon de la cepa Salmonella typhimurium TA98 con controles positivos y
AFB;

Una vez determinados los marcadores géneticos fue necesario probar la respuesta de la
cepa de Salmonella a la presencia de mutagenos, los resultados se muestran en la Tabla
30. ElI nimero de colonias revertidas espontaneas fue de 29 colonias/placa, resultado
aceptable de acuerdo con lo reportado por Maron y Ames, 1983 (30-50 colonias/placa) y
por Mortelmans y Zeiger, 2000, (20-50 colonias/placa).

Cuando se utilizaron los estandares 2-aminofluoreno y benzo(a)pireno, sin activacion
metabdlica, se observo un decremento en el niumero de colonias revertidas espontaneas
teniendo 9 y 12 colonias respectivamente. En este caso se esperaban valores muy
similares a la reversién espontanea ya que los dos compuestos no son mutagenos directos
y requieren ser activados metabdlicamente por el citocromo Py4so. Sin embargo, bajo este
mismo tratamiento pero adicionando 500 pyL de fraccion S9 (activador metabdlico); se
observo un notorio incremento en el nimero de colonias revertidas con 171 y 222 colonias
respectivamente. Esto indica que la fraccion microsomal si activa los mutagenos y provoca
mutaciones reversas en la bacteria.

Tabla 30. Verificacion de la cepa Salmonella typhimurium TA98 por controles
positivos y AFB;.

Controles
Repeticion Reversion Testigo de Testigo de Testigo de Testigo de
espontanea mutagenicidad mutagenicidad mutagenicidad mutagenicidad
(+) sin AM (+) con AM (+) sin AM (+) con AM
2-aminofluoreno (20 ug/placa) benzo(a)pireno (5 pg/placa)
1 26 8 247 10 217
2 35 10 116 10 245
3 27 9 150 16 206
Promedio 29.3 9 171 12 222.7

AM = activacion metabdlica
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El comportamiento para el caso de AFB; fue similar es decir, cuando se adicion6 el
estdndar de AFB; a las placas, sin activacion metabdlica (Tabla 31), se observd un
decremento en el numero de colonias revertidas en las tres concentraciones probadas de
(5, 50 y 200 pg/placa). Cuando se introdujo la fraccion microsomal S9 (500 pL) al sistema,
hubo un incremento de méas de 3 veces en el nUmero de colonias revertidas. En cuanto a
las dosis de 5y 50 pg/placa no se observaron diferencias.

Tabla 31. Resultados de la prueba de mutagénesis del estandar de AFB; con y sin
activacion metabdlica.

Tratamientos de AFB; sin activacion metabolica

Repeticidon Tratamientos sin S9

AFB, (5 ug mL™) AFB; (50 pg mL?) AFB; (200 pg mL™Y)
1 9 15 5
2 8 14 11
3 10 14 11
Promedio 9 14.3 9

Tratamientos de AFB; con activacion metabolica

Repeticidon Tratamiento con S9 (500 pulL)

AFB; (5 pg mL™) AFB; (50 pg mL?Y) AFB; (200 ug mL™)
1 113 104 471
2 111 98 465
3 98 105 297
Promedio 107.3 102.3 411.0

En las Figuras 25 a 27 se muestran algunas de las placas con las colonias revertidas
obtenidas con los diferentes tratamientos.

Figura 25. Placas correspondientes a los controles: A) Testigo negativo. B) Testigo positivo (2-
aminofluoreno) sin activacion metabdlica. C) Testigo positivo (2-aminofluoreno) con activacion
metabdlica S9. D) Testigo positivo (benzo(a)pireno) sin activacion metabdlica. E) Testigo positivo
(benzo(a)pireno) con activacion metabolica S9.
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Figura 26. Placas correspondientes a tratamientos directos: A) AFB; (5 ug/placa) B) AFB; (50
ug/placa) C) AFB; (200 ug/placa), sin extracto microsomal S9. Placas correspondientes
tratamientos con activacion S9: D) AFB; (5 ug/placa) E) AFB; (50 ug/placa) F) AFB; (200 ug/placa).

4.9. Separacion de las AF de los extractos de tortillas de maiz por capa fina para ser
usados en la prueba de Ames

En la cromatografia preparativa se design6 como R= 0 el origen y Ri= 1 el frente del
disolvente. Para la AFB; se determind un R= 0.34 en el cual se observa, bajo la luz UV,
una mancha de color azul intensa. Para AFB; el R= 0.33 con una mancha azul de menor
intensidad, en el caso de la AFG; se determiné un Ri= 0.35 con una mancha verde —
amarillo muy brillante y finalmente para AFG; el R= 0.30 con una mancha verde — amarillo
de baja intensidad. Las muestras de los extractos de tortilla mostraban bandas de color
verde o azul brillante sobrepuestas por lo tanto se recuperaron todas las bandas de color
azul o verde comprendidas entre los Ry= 0.30 a 0.35 y éstas se usaron en la prueba de
Ames.
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4.10. Prueba de Ames para las AF obtenidas mediante extraccion de tortillas sin
acidificacion

En el ensayo para determninar la capacidad mutagénica de las AF extraidas de 20
muestras de tortilla, se incluyeron como testigos positivos 2-aminofluoreno y AFB;. Estos
compuestos permitieron medir la respuesta de la cepa de Salmonella typhimurium TA98,
como puede verse en la Tabla 32, ambos compuestos provocaron un incremento
sustancial de 10 y 30 veces la reversion espontdnea cuando se incluyo 2-aminofluoreno y
AFB; respectivamente y el extracto microsomal S9. Estos resultados indican que la cepa
de Salmonella responde al compuesto mutagenico y a la activacion enzimatica del los
toxicos.

Tabla 32. Resultados de los testigos usados en la prueba de mutagénesis de las AF
extraidas de tortillas sin tratamiento acido.

Controles 1 2 3 | Promedio | DE
Reversidon espontanea del testigo positivo de mutagenicidad | 16 | 22 | 23 20.3 4
Sin activacion metabdlica 2-aminofluoreno 20 pg/placa. 80 | 92 | 69 80.3 12
Con activacion metabolica 2-aminofluoreno 20 pg/placa. 247 | 197 | 214 219.3 25
Sin activacion metabdlica 10 ug/placa de AFB; 176 | 260 | 196 210.7 44
Con activacion metabdlica 10 pg/placa de AFB; 596 | 597 | 564 585.7 19

En cuanto a los resultados de las 20 muestras positivas de AF y de los tres controles que
se extrajeron sin tratamiento acido se puede observar en la Tabla 33, que ni para las AF
aisladas de una 6 cinco tortillas hay incremento en el nimero de colonias revertidas. Dado
qgue los promedios de colonias revertidas se encontraron dentro del valor reportado para
las colonias con reversion espontanea (20 a 50 colonias, Mortelmans y Zeiger, 2000) y
para considerar mutagénico un compuesto, deben obtenerse valores de cuando menos
tres veces el valor de la reversion espontanea (Carvajal et al., 2004).
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Tabla 33. Prueba de Ames con AF aisladas de tortillas sin tratamiento acido

Prueba de Ames con las AF aisladas de tortillas

Equivalente a una tortilla

Equivalente a cinco tortillas

Muestras 1 2 3 Promedio 1 2 3 Promedio
S06-5 13 11 17 14 64 20 22 35
S06-6 5 6 13 8 20 13 49 27
S06-9 15 14 15 15 17 20 18 18
S06-17 80 14 28 41 9 5 2 5
S06-33 23 21 16 20 17 18 16 17
S06-48 15 15 17 16 12 8 12 11
S06-68 23 50 52 42 16 23 31 23
S06-76 13 13 10 12 13 10 16 13
S06-81 7 3 1 4 11 12 9 11
S06-90 9 19 13 14 14 24 11 16
LLO06-24 8 11 7 9 10 17 10 12
LL06-81 0 5 5 3 19 9 14 14
LL06-82 15 15 16 15 11 19 21 17
LL06-85 24 10 13 16 16 21 19 19
S07-31 19 17 11 16 0 15 19 11
S07-49 17 13 14 15 20 26 18 21
S07-61 13 750 16 260 19 26 20 22
LLO7-32 23 24 20 22 38 25 40 34
LLO7-43 27 6 191 75 54 40 43 46
LLO7-58 22 17 4 14 14 12 14 13
LLO7-71 51 12 42 35 31 51 24 35
LLO7-83 23 28 16 22 70 17 40 42
LLO7-84 66 23 11 33 21 10 29 20
LLO7-98 19 26 74 40 28 43 37 36

La Figura 27 a'y b, muestra los resultados de mutagenicidad en la prueba de Ames con

las AF obtenidas del extracto equivalente a una y cinco tortillas.

La nixtamalizacion (cocimiento alcalino), al cual se somete al maiz para producir la masa,
provoca que los anillos de lactona o pentanona se abran. Uno de los efectos que tiene la
apertura de este anillo por efecto del alcali es la pérdida de fluorescencia (Torres et al.,
2001), y el poder mutagénico.
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Figura 27. Ensayo de Ames con las AF aisladas de: a) muestra S06-5 equivalente a 1 tortilla, b)
muestra S06-5 equivalente a 5 tortillas.

4.11. Prueba de Ames para las AF obtenidas mediante extraccion acida de tortillas

En el experimento con la extraccion acida de las AF de las muestras de tortilla, se
esperaba que el efecto de la nixtamalizacion se revirtiera, es decir, si el tratamiento
alcalino abre el anillo de lactona con la consecuente pérdida de fluorescencia y de las
propiedades mutagénicas (Price y Jorgensen, 1985), entonces el pH acido seguido de un
pH neutro (Moctezuma, 2002), deberia cerrar nuevamente el anillo recobrando la
fluorescencia y exhibiendo su poder mutagénico.

Los resultados que se obtuvieron muestran que no hay incremento en el poder mutagénico
de las AF extraidas de una y cinco tortillas. En la Tabla 35, se muestran los resultados
obtenidos con este tratamiento.

Las AF aisladas de las muestras de tortilla no fueron mutagenas en la Prueba de Ames. La
prueba de mutagénesis estuvo bien hecha pues se comprobaron todos los marcadores
genéticos de la cepa y se observé una respuesta mutagena positiva con el estandar de 2-
aminofluoreno y con el estandar de AFB1, los resultados se presentan en las Tablas 34 y
35 sin embargo los extractos de las tortillas no mostraron mutagenicidad en ninguno de los
tratamientos (extraccion directa, extraccion acida y para una y cinco tortillas).

Tabla 34. Resultados de los controles usados en la prueba de mutagénesis de las AF
extraidas de tortillas con tratamiento acido.

Controles 1| 2 | 3 |Promedio |DE

Reversion espontanea del testigo positivo de mutagenicidad | 13 | 29 | 26 23 9
Sin activacion metabolica 2-aminofluoreno 20 ug/placa. 72 |60 |96 76 18
Con activacién metabdlica 2-aminofluoreno 20 pg/placa. 670 | 574 | 546 597 65
Sin activacion metabdlica 10 ug/placa de AFB; 11224 |84 73 45
Con activacién metabdlica 10 ug/placa de AFB; 108|168 | 186 154 41
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Huang et al.,, (1994) y Namiki (1994), indicaron que existen muchos compuestos
fitoquimicos en frutas y vegetales que tienen la capacidad de bloquear el proceso de
mutagénesis en diferentes modelos animales. Por otra parte, estudios realizados por
Burgos-Hernandez et al., (2001a) y Park et al., (1997), muestran que algunos extractos
obtenidos de maiz amarillo presentan propiedades antimutagénicas contra AFB;.

Park et al., (1997), encontraron que la cepa de Salmonella TA100 tiene una respuesta
positiva a estandares de 2-aminofluoreno y AFB; en dosis de 10 ng/placa, sin embargo la
respuesta es negativa para las aflatoxinas aisladas de maiz naturalmente contaminado
inclusive para concentraciones de 7500 pg kg™. Estos resultados indican que existe una
diferencia entre los agentes mutagénicos puros (estandares) usados como controles
positivos y los obtenidos con las AF aisladas de las tortillas naturalmente contaminadas.

También, Park et al., (1997), fraccionaron los extractos de maiz naturalmente
contaminados con AF usando cromatografia en capa fina (TLC). Ninguna de las fracciones
presentd actividad mutagénica en la prueba de Ames, inclusive a las fracciones se les
adiciono estandar de AFB; obteniendo una respuesta negativa en esta prueba, el resultado
obtenido en esta investigacion con las AF aisladas de las tortillas es similar a lo que estos
investigadores obtuvieron, pues no se observa efecto mutagénico con las AF extraidas con
y sin tratamiento acido.

El comportamiento encontrado en el ensayo de Ames para las AF aisladas de tortillas
puede ser explicado por lo que Burgos-Hernandez et al., (2001b) reportaron. Ellos lograron
la elucidacion parcial de las estructuras de compuestos posiblemente responsables del
efecto antimutagénico en extractos de maiz contaminados con AF. Determinaron por
cromatografia de gases — espectrometria de masas, la relacion masa/carga (m/z) de los
compuestos. Con 93% de certeza se determind la presencia del &cido 9, 12-octadecanoico
o &cido linoleico, este acido se habia reportado como agente antimutagénico y
antioxidante. Para 500-640 m/z se encontraron moléculas de pesos similares a los
triglicéridos, fosfolipidos, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, y el fosfatidilinositol que
puede contener la molécula del acido linoleico en su estructura también actua como
antimutagénico y antioxidante. Todos estos compuestos también se encuentran en el
maiz. Las tortillas de maiz pueden contener estos compuestos y al extraer las AF pueden
seguir actuando como antimutagenos. Es posible que estos compuestos protejan a la
poblacion de los efectos téxicos de las AF de las tortillas de maiz.

Los tratamientos con 5 tortillas presentaron mas colonias revertidas que los de una tortilla,
sin embargo, los resultados no aportan evidencia contundente que indique que las tortillas
del DF contaminadas con AF sean mutagénicas y un riesgo para la salud. Los valores de
colonias revertidas por las AF de tortillas no pueden tomarse como datos positivos dado
que la reversion espontanea es de 23 colonias y para que fuera un resultado positivo
tendrian que haberse presentado tres veces mas 6 sea 69 colonias como minimo. La
muestra LL0O7-98 de cinco tortillas presenté 59 colonias valor menor al requerido para
considerarlo como positivo.
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Tabla 35. Resultados de la prueba de Ames con AF aisladas de tortillas con
tratamiento acido.

Prueba de Ames con las AF aisladas de tortillas

Muestras Una tortilla Cinco tortillas
1 2 3 Promedio 1 2 3 Promedio

S06-5 62 26 26 38 25 31 33 30
S06-6 16 17 21 18 30 12 32 25
S06-9 23 19 35 26 32 24 21 26
S06-17 22 25 31 26 25 32 43 33
S06-33 36 51 43 43 26 24 17 22
S06-48 22 25 26 24 31 38 43 37
S06-68 39 26 22 29 40 77 41 53
S06-76 39 41 22 34 40 32 74 49
S06-81 32 44 49 42 41 43 25 36
S06-90 33 66 65 55 40 54 28 41
LLO6-24 31 32 38 34 31 35 33 33
LLO6-81 39 29 37 35 36 38 35 36
LLO6-82 45 25 26 32 39 19 46 35
LLO6-85 19 29 42 30 21 30 14 22
S07-31 41 38 25 35 37 27 28 31
S07-49 37 27 36 33 20 36 37 31
S07-61 36 40 25 34 36 28 34 33
LLO7-32 34 23 22 26 37 54 17 36
LLO7-43 20 21 23 21 27 54 39 40
LLO7-58 27 49 37 38 33 28 35 32
LLO7-71 33 24 32 30 34 32 34 33
LLO7-83 46 42 39 42 50 25 35 37
LLO7-84 30 71 28 43 30 56 37 41
LLO7-98 33 33 30 32 51 45 44 47

A continuacion en la Tabla 36, se muestran los resultados de la observacion de las placas
con los cultivos de la prueba de Ames. La prueba de Ames estuvo realizada con todo rigor,
sin embargo no se obtuvieron resultados de mutagénesis por los extractos de las tortillas,
aunqgue si se presentd un posible efecto de citotoxicidad en las bacterias. Al observar las
cajas de cultivo bajo el microscopio se comprobo que en algunos casos no habia un fondo
homogéneo de bacterias lo cual se ha reportado como accidn citotoxica de los compuestos
probados. En la Figura 28A se muestran la imagen de una colonia con fondo homogéneo
en donde se aprecian pequefas colonias que no se lograron desarrollar pues no son
revertidas por los extractos de AF de tortillas. En la Figura 28B, de la derecha, se tienen
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dos colonias donde no hay fondo bacteriano, este comportamiento es comun cuando el
compuesto probado tiene efectos citoxtéxico.

Figura 28. Vista al microscopio de colonias de S. typhimurium. A) con fondo de bacterias
homogéneo, B) sin fondo de bacterias causado por posible efecto citotdxico y no mutagenico.

Por otra parte, al analizar los resultados obtenidos en esta investigacion y a lo reportado
en la literatura, considero que efectivamente hay compuestos antimutagenos en el maiz
que evitan que las tortillas sean mutagenas en forma directa en la prueba de Ames. Asi
mismo los objetivos de la tesis se cumplieron dado que se identificaron y cuantificaron las
AF en las tortillas de los 4 muestreos, ademas la prueba de Ames fue realizada con los
extractos de tortillas acidificados y sin acidificar, este estudio de mutagenicidad tardé un
afo entero de trabajo intenso, sin embargo no se pudo comprobar la mutagenicidad de los
extractos de las tortillas de maiz en la prueba de Ames.

El paso a futuro sera realizar la prueba de Ames con preincubacion del cultivo con las AF.
Y también analizar la cantidad de &cido linoleico de las tortillas y tratar de separarlo de los
extractos de AF, y analizar por separado el acido linoleico con estandar de AF y los
extractos de AF de las tortillas sin acido linoleico, con objeto de conocer si este compuesto
es el que esta actuando como agente antimutageno en la prueba de Ames.
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Tabla 36. Observaciones microscopicas de la prueba de Ames.

Controles

NO
muestra

Muestra de una tortilla

Muestra de 5 tortillas

Observaciones de las muestras

Colonias de S. typhimurium y fondo homogéneo en las tres repeticiones

Testigos de reversion
espontanea

Testigo + de mutagenicidad 2-
AmF 20 ug/placa sin S9

Testigo + de mutagenicidad 2-
AmF * 20 ug/placa con S9

Testigo + de mutagenicidad
AFB; 10ug/ placa sin S9

Testigo + de mutagenicidad
AFB; 10 ng/ placa con S9

S06-5 8 X 34 Colonias con fondo homogéneo
y bordes irregulares en las tres
repeticiones

S06-6 9 X 35 Colonias con fondo homogéneo

una sin fondo

S06-9 10 X 36 X

S06-17 11 X 37 X

S06-33 12 X 38 Colonias con fondo poco denso

S06-48 | 13 Colonias con fondo poco denso. 39 X

S06-68 14 X 40 X

S06-76 15X 41 X

S06-81 16 X 42 X

S06-90 17X 43 Colonias pequefias sin fondo.

LL06-24 18 X 44 X

LL06-81|19 Dos cajas de colonias con fondo 45 X

poco denso y una sin fondo.

LL06-82 20 X 46 X

LL06-85 21 X 47 X

S07-18 22 X 48 X

S07-31 23 Dos cajas con colonias con 49 X

fondo homogéneo y una sin fondo.
S07- 49 24 X 50 X
S07- 61 25 X 51 X
LLO7-32 26 X 52 X
LLO7-43 | 27 Dos repeticiones con colonias, 53 X

una sin fondo en la otra si hubo.

LLO7-58 | 28 Dos repeticiones con colonias y 54 X

fondo homogéneo, y la tercera con

colonias muy pequefias y sin fondo
LLO7-71 29 X 55 X
LLO7-83 30 X 56 X
LLO7-84 31X 57 X
LLO7-97 32X 58 X
LLO7-98 33 X 59X

* 2-AmF = 2-aminofluoreno.
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V. CONCLUSIONES

Se logro identificar y cuantificar las AF en muestras de tortilla de la Ciudad de
México y se puede concluir que no hay contaminacion significativa o presencia
significativa de AF en tortilas de maiz nixtamalizado, harina de maiz
nixtamalizado o sus mezclas y no hay evidencia de mutagenicidad, aunque si de
probable citotoxicidad, por las AF detectadas.

Se tiene que realizar un estudio de citotoxicidad para comprobar el posible
efecto de las AF sobre la cepa de Salmonella typhimurium TA98.

Se acepta la hipotesis alterna ya que el 84 % de las muestras de tortillas de la
Ciudad de México tuvo niveles de contaminacién por aflatoxinas por debajo del
valor normativo de 12 pg kg™ (NOM-187-SSA1/SCFI-2002) y solamente el 16%
rebasan esté limite de tolerancia.

En ningun caso las AF presenten en las tortillas exhibieron efecto mutagénico en
la prueba de Ames.

Los niveles de AF encontrados no constituyen un problema de salud publica, ni
de preocupacién para la poblacion que consume este alimento en el Distrito
Federal.

Esta investigacion es la primera en la que se estudia el nivel de AF en tortillas de

la Ciudad de México en el que se analizaron 392 muestras provenientes de
todas las delegaciones politicas del DF.
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ANEXO 1: Resultados de las encuestas de los muestreos
Tabla 37. Primer muestreo (secas 2006).
Masa /Harina ., . Color de .
° Proporcion Masa propia (P) A Origen Venta
N° de Muestra, lugar. (H)/ de la mezcla /comprada (C) maiz:blanco, del maiz kg/dia
Mezcla amarillo, azul

1. Comercial Mex., Ermita Iztap.2955. Ampliacién Sn Miguel, Iztapalapa. H (Maseca) Sélo harina Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
2. Megacomercial, Calz de la Viga 1381, Col. El Retofio, Iztapalapa. H (Maseca) Sélo harina Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
3. Walmart, Canal de Tezontle 1520, Dr. A Ortiz Tirado, Iztapalapa. H (Maseca) Solo harina Sin datos Sin datos Sin datos 300

4. Walmart, Av. Tldhuac 5662, Iztapalapa. H (Maseca) Sélo harina Sin datos Blanco Estados Sin datos
5. Mercado Constitucion de 1917, Iztapalapa. Masa C Amarillo Sin datos 225

6. 32 Cerrada de Retofio esq. Calle Retofio, Col. El Retofio, Iztapalapa. Mezcla Maseca/Masa 5:50 kg C Amarillo Sin datos 500

7. Calle Emilio Carranza 281, San Andrés Tetepilco, Iztapalapa. Masa Sin datos P 52”22{52@ Sinaloa 250

8. Walmart, Calz. Guadalupe 431, Col. Gpe. Tepeyac, G.A.Madero. H (Maseca) Solo harina Sin datos Blanco Sin datos 1120
9. Bodega Comer. Mex., V. Carranza 100, Barrio Coatepec, G.A.Madero. H (Maseca) Sélo harina Sin datos Blanco Sin datos 200-250
10.Superama,Av. Montevideo 360, Av. Palitécnico,Lindavista,G.A.Madero. H (Maseca) Solo harina Sin datos Blanco Sin datos 420
11. Calle la Esperanza 95, Col. Industrial, G.A. Madero. Masa Sin datos C Blanco/amar. Sin datos 320
12. Av. Emiliano Zapata 75. Col. Zona Escolar, Cuautepec, G.A.Madero. Masa Sin datos P Blanco Sin datos 200
13. Poniente 124 N° 405, Col. Nueva Vallejo, G.A. Madero. Masa Sin datos C Amarillo Sin datos 130
14. Superama Pedregal, Agua, Jardines del Pedregal, A. Obregén. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 150-200
15. Bodega Gigante, Tamaulipas 1236.Edo.de Hidalgo, A. Obregon. H (Minsa) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos Sin datos
16. Bodega Aurrerd, Observatorio 457, Las Américas, A. Obregén. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos Sin datos
17. José Ma.Morelos Mz.67, Lte.2 Bis. Torres de Potrero, A. Obregén. Masa Sin datos P Blanco Sin datos 400
18. Av. Tamaulipas 1306, Col. Corpus Christi. A. Obregdén. Mezcla Masa/Maseca 50:10 kg P Blanco Sin datos 80
19. Ricardo Castro 28, Col. Guadalupe Inn. A. Obregén Masa P Amarillo Toluca 500-600
20. Superama, Rio Churubusco y Centenario. Del Carmen, Coyoacan. Mezcla Masa/Minsa 3:1 C Blanco Sin datos 100
21. Comercial Mexicana, Parque Comercial Gran Sur. Coyoacén. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 250-300
22. Calzada de la Salud, Esc. Naval Militar, Coyoacén. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 600
23. Av. Pacifico 33, Col Los Reyes, Coyoacén. Masa Sin datos P Amarillo Sin datos 150-250
24. Anacahuita 40, Col. Pedregal de Santo Domingo, Coyoacan. Mezcla % M&sir?sgor & C Amarillo Sin datos 110
25. Mercado Educacion, Col. Educacién, Coyoacén. Masa Sin datos P Blanco Fortimex, Pue.  250-300
26. Chedraui, Carr. Picacho-Ajusco 175, Héroes de Padierna, Tlalpan. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 180-200
27. Bodega Comercial Mexicana de la Fama, Col. La Fama, Tlalpan. H (Minsa) Sin datos Sin datos Amarillo Sin datos 180
28. Comercial Mex., Canal de Miramontes y Calz. del Hueso, Tlalpan. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 300
29. Calle 7, Mz.23, Lte. 7, Col. Ampliacién, M. Hidalgo, Tlalpan. Mezcla Masa/Maseca 50:10 kg C Blanco Sin datos 325
30. Norte 1 esq. Oriente 1, Col. Isidro Fabela, Tlalpan. Mezcla Masa/Minsa 50:50 kg C Amarillo Sin datos 250
31. Calle San Martin 27, San Pedro Martir, Tlalpan. Mezcla Masa/Minsa 50:50 kg C Amarillo Sin datos 250
32. Comercial Mex., Calz. Chabacano 43, Col. Asturias, Cuauhtémoc. H (Maseca) 100% Maseca Sin datos Blanco Sin datos 250-300
33. Bodega Comer., Venustiano Carranza 125, Col. Centro. Cuauhtémoc. Mezcla Masa/Maseca 25:10 kg C Blanco Sin datos Sin datos
34.Mega Calz. de la Ronda 88,Col. Ex -Hipédromo Peralvillo,Cuauhtémoc H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 350-400
35. Calle Chihuahua 140, Col. Roma, Cuauhtémoc. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 400
36. Calle del 57 N° 16, Col. Centro, Cuauhtémoc. Masa Sin datos C Sin datos Sin datos 275
37. Calle Ciprés 13, Col Sta. Ma. La Ribera, Cuauhtémoc Masa Sin datos P Blanco Sin datos 750
38. Walmart, Calz Ignacio Zaragoza 58, Col. Federal, V.Carranza. H (Maseca) Sin datos Sin datos Amarillo Sin datos Sin datos
39. Fray Servando Teresa de Mier 881, Jardin Balbuena, V. Carranza. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 200-300
40. Calle Anfora 241, Col. Madero, V. Carranza. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 270-350
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ANEXO 1: Continuacion
Masa /Harina ., . Color de .
o Proporcion Masa propia (P) .. Origen del Venta
N° de Muestra, IuQar' (H)/ de la mezcla /comprada (C) malz:blanco, maiz kg/dia
Mezcla amarillo, azul
41. Calle Norte 178 y Esterlinas. Col. Pensador Mexicano. V. Carranza. Masa Sin datos C Blanco Sin datos Sin datos
42. Alfonso Ceballos 43, Col. Moctezuma, V. Carranza. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 350
43. Av. Del Taller 502, Col. Jardin Balbuena, V. Carranza. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 250
44. Relaciones Exteriores 2, Col. Federal, V. Carranza. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 200
45. Walmart, Nextengo 78, Sta. Cruz Acayucan, Azcapotzalco. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 250
46. Walmart, Av. Cuitlahuac 3651, Col. Hogar y Seguridad, Azcapotzalco. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos Sin datos
47. Bodega Comercial, Av. Azcapotzalco 527, Azcapotzalco. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 100
48. Calle 12, Col. Prohogar, Azcapotzalco. Masa Sin datos P Blanco Sinaloa 500-550
49. Av. Jardin 36-1. Col del Gas. Azcapotzalco. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 200
50. Av. Real de San Martin 194, Col. Nueva Espafia, Azcapotzalco. Masa Sin datos P Blanco Tlanepantla  Sin datos
51. Bodega Aurrera, Tezontle esq. Apatlaco, Col Apatlaco, Iztacalco. H (Maseca) Sin datos Sin datos Amarillo Sin datos Sin datos
52. Bodega Gigante, Av. La Viga 627, Barrio Zapotla, |ztacalco. H (Minsa) Sin datos Sin datos Amarillo Sin datos 250
53. Puebla y Calle 5, Col. Agricola Pantitlan, Iztacalco. Mezcla Masa/Maseca 75:25 kg C Blanco Sin datos Sin datos
54. Oriente 259, esg. Sur 28. Col. Agricola Oriental, Iztacalco Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C Blanco Sin datos 250
55. Oriente 259 N° 230 esq. Sur 18B, Agricola Oriental, Iztacalco. Mezcla Masa/Agroin 50:25 kg C Amarillo Sin datos 250
56. Sur 159 N° 125, Col. Ampliacion Ramos Millan, Iztacalco. Masa Sin datos P Blanco Sin datos 200
57. Matamoros y J.Ortiz de Dominguez,Barrio Sn Juan Centro,Xochimilco Masa Sin datos C Blanco Edo México 300
58. Av. 16 de Septiembre 24, Col. Sta. Ma. Tepepan, Xochimilco. Masa Sin datos C Sin datos Sin datos 50
59. San Pablo-Jacarandas. La cafiada, Pueblo San Lucas, Xochimilco. Masa Sin datos P Blanco Sinaloa 150-170
60.Cuauhtémoc 3, Barrio Cristo Rey, Xochimilco. Masa Sin datos P Blanco Sin datos 250
61. Avenida de las Torres 15, Ampliacién Tetepan. Xochimilco. Masa Sin datos C Sin datos Sin datos 350-400
62. Mercado de Fco. I. Madero 377, Barrio Santa Crucita. Xochimilco. Masa Sin datos C Blanco/Amar. Sin datos Sin datos
63. Walmart, Av. Universidad 936 A, Col. Sta. Cruz Atoyac, B.Juarez. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 150
64. Walmart, Calz. Tlapan 1037, Col. Nativitas. B. Juarez. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco/Amar. Sin datos 800
65. Sumesa, Romero de Terreros y Diag.San Antonio,Del Valle,B. Juarez. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 450-500
66. JesUs Urueta 15 ACC-1, Col. Moderna, B. Juarez. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 250-300
67. Romero de Terreros 1359, Col. Narvarte, B. Juarez. Masa Sin datos C Blanco Tlanepantla 300-350
68. San Felipe s/n Pueblo Xoco x Cineteca, B. Juarez. Masa Sin datos C Sin datos Sin datos 200
69. Sumesa, Monte Athos y Cda. Monte Libano, M.Hidalgo. H (Minsa) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos 672
70. Sumesa Virgilio 15 Col. Polanco. M. Hidalgo. H (Minsa) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos 150
71. Bodega La Comercial,Calz. México Tacuba 911,Huichiapan, M.Hidalgo H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
72. Calle J.M. Mendivil esg. Monterde, Col. Américas, M. Hidalgo. Mezcla Masa/Minsa 25:3 kg C Blanco Oaxaca 500
73. Laguna de Términos 310, Col. Andhuac, M. Hidalgo. Masa Sin datos P Blanco Sinaloa 500
74. Calle Gazcasonica, Col. Tacuba, M. Hidalgo. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 1500
75. E.Zapata-Samuel Vigueras, Pueblo San Nicolas Tetelco, Tlahuac. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 100-150
76. Mercado Mizquic, Local 57, Mizquic, Tlahuac. Sin datos No dieron datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
77. Mercado San Juan Ixtayopan, San Juan Ixtayopan, Tlahuac. Masa Sin datos P Amarillo Sin datos 500
78. Buena Suerte (Cocodrilo) frente al N° 154-187, Los Olivos, Tlahuac. Masa Sin datos C Amarillo Sinaloa 300-350
79. Mercado Tlahuac, Local de la esquina con Molino Centro de Tl&huac. Masa Sin datos P Blanco Bajio, Sinaloa 280
80. N.Bravo esq. 20 de Noviembre, Mz. 16, Lte. 1, San Mateo, Tldhuac. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 500
81. Superama Periférico- Luis Cabrera, M. Contreras H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 250
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ANEXO 1: Continuacién
Masa /Harina ., . Color de .
° Proporcion Masa propia (P) .. Origen del Venta
N° de Muestra, luQar' (H)/ de la mezcla /comprada (C) malz:blanco, maiz kg/dia
Mezcla amarillo, azul

82. Emiliano Zapata frente 9 bis, San Bernabé Ocotepec, M.Contreras. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 350
83. Calle Independencia No. 22B. San Nicolas Totolapan. M. Contreras Masa Sin datos C Amarillo Sin datos 250-300
84. Calle San Francisco 503. Barrio Sn Francisco, M. Contreras. Masa Sin datos P Blanco Portimex 150
85. Lazaro Céardenas 3, Col. El Tanque, M. Contreras. Masa Sin datos P Blanco Cargill Gto/Sin. Sin datos
86. Av. Rio Magdalena, Mercado la Cruz, M. Contreras. Mezcla Masa/Minsa 2:1 kg C Blanco Sin datos 600
87. Superama, Av. Noche de Paz 38, Col Granjas Navidad, Cuajimalpa. H (Maseca) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 350-370
88. Com.Mex.,Av.Bosques de Reforma 1813,Vista Hermosa, Cuajimalpa. H (Minsa) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos 700
89. Superama, Paseo de las Lilas 92, Bosques de Reforma, Cuajimalpa. H (Minsa) Sin datos Sin datos Blanco Sin datos Sin datos
90. Pifién esq. Sauce,Col. San José de los Cedros, Cuajimalpa. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 350
91. Calle Navidad Mz.7, Lte. 9, Col. La Navidad, Cuajimalpa. Mezcla Masa/Maseca 90:10 kg C Blanco Sin datos 350
92. Lic. Castillo Ledén 117, Col. Pueblo Cuajimalpa, Cuajimalpa. Masa Sin datos C Blanco Sin datos 470
93. Av. Hidalgo, Plaza San Martin San Pedro Actopan, M. Alta Masa Sin datos P Criollo De la regién  Sin datos
94. Calle Guanajuato Mercado Benito Juarez, Villa Milpa Alta, M. Alta. Masa Sin datos P Blanco Sonora 800
95. Mercado Santa Ana Tlacotenco, M. Alta. Mezcla Masa/Maseca 50:10 kg P Blanco Sin datos 450
96. Mercado San Pedro Actopan, Gabino Barreda, M. Alta. Masa Sin datos C Blanco La regién 80-200
97. Av. Constitucién esq. Tamaulipas Sur, Pueblo Villa Milpa Alta, M.Alta. Masa Sin datos C Azul Morelos 200
98. Fabian Flores Pte., San Pablo Oztotepec, M. Alta. Masa Sin datos C Blanco Sin datos Sin datos

SD=Sin datos
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Tabla 38. Segundo muestreo (lluvias 2006).

Color de
N° de Muestra, lugar. Masa /Harina/ Proporcion Masa propia/ maiz: Origen Venta
Mezcla de la mezcla comprada blanco, del maiz kg/dia

amarillo, azul

1. Comercial Mex., Ermita Iztap.2955, Ampliacién Sn Miguel, Iztapalapa. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 450-500
2. Megacomercial, Calz de la Viga 1381, Col. El Retofio, Iztapalapa. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 500-600
3. Walmart, Canal de Tezontle 1520, Dr. A Ortiz Tirado, Iztapalapa. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 650-675
4. Walmart, Av. Tlahuac 5662, Iztapalapa. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Estados 690
5. Mercado Constitucion de 1917, Iztapalapa. Masa Sin datos C A Estados 750
6. 32 Cerrada de Retofio esq. Calle Retofio, Col. El Retofio, Iztapalapa. Mezcla Masa/Agroinsa 50:6kg A Estados 600
7. Calle Emilio Carranza 281, San Andrés Tetepilco, Iztapalapa. Masa Sin datos P B Guanajuato 550
8. Walmart, Calz. Guadalupe 431, Col. Gpe. Tepeyac, G.A.Madero. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 1500
9. Bodega Comer. Mex. V. Carranza 100, Barrio Coatepec G.A.Madero. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
10.Superama,Av.Montevideo 360, Av. Politécnico,Lindavista, G.A.Madero H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos 450
11. Calle la Esperanza 95, Col. Industrial, G.A.Madero. Masa Sin datos C A Sin datos 300
12. Av. Emiliano Zapata 75, Col. Zona escolar, Cuautepec, G.A.Madero. Masa Sin datos C B Sin datos 125
13. Poniente 124 N° 405, Col. Nueva Vallejo, G.A.Madero. Masa Sin datos C Sin datos Sin datos 200
14. Superama Pedregal, Agua, Jardines del Pedregal, A. Obregon. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 250
15. Bodega Gigante, Tamaulipas 1236, Edo.de Hidalgo, A. Obregén. H (Minsa) Sin datos Sin datos A Sin datos Sin datos
16. Bodega Aurrera, Observatorio 457, Las Américas, A. Obregon. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos Sin datos
17. José Ma.Morelos, Mz.67, Lte.2 Bis. Torres de Potrero, A. Obregén. Masa Sin datos C B Sin datos 320-350
18. Av. Tamaulipas 1306, Col. Corpus Christi, A. Obregoén. Masa Sin datos C A Sonora 400
19. Ricardo Castro 28, Col. Guadalupe Inn, A. Obregén. Masa Sin datos P B Sinaloa 450
20. Superama, Rio Churubusco y Centenario, Del Carmen, Coyoacan. H(Minsa) Sin datos Sin datos B Sin datos 300
21. Comercial Mexicana, Parque Comercial Gran Sur, Coyoacan. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 370
22. Calzada de la Salud-Escuela Naval Militar, Coyoacan. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 680
23. Av. Pacifico 33, Col. Los Reyes, Coyoacan. Masa Sin datos P B Sin datos 450
24. Anacahuita 40, Col. Pedregal de Santo Domingo, Coyoacén. Mezcla Masa/Minsa 50:10 kg C A Sin datos 175-250
25. Mercado Educacion, Col. Educacion, Coyoacén Masa P A Sin datos. 380
26. Chedraui, Carr. Picacho-Ajusco 175. Héroes de Padierna, Tlalpan. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 350
27. Bodega Comercial Mexicana de la Fama. Col. La Fama, Tlalpan. H (Minsa) Sin datos Sin datos A Sin datos 250
28. Comercial Mex., Canal de Miramontes y Calz. Del. Hueso, Tlalpan. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 350
29. Calle 7, Mz. 23, Lte.7, Col. Ampliacién, M. Hidalgo, Tlalpan. Mezcla Masa/Minsa 25:5 kg C A Sin datos 300
30. Norte 1 esq. Oriente 1, Col. Isidro Fabela, Tlalpan. Masa C A Sin datos 175-200
31. Calle San Martin 27, San Pedro Mértir, Tlalpan. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C A Sin datos 350-375
32. Comercial Mex., Calz. Chabacano 43, Col. Asturias, Cuauhtémoc. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
33. Bodega Comer.,Venustiano Carranza 125 Col. Centro, Cuauhtémoc. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
34. Mega,Calz. de la Ronda 88, Col. Ex -Hipédromo Peralvillo,Cuauh. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 300
35. Calle Chihuahua 140, Col. Roma, Cuauhtémoc. Mezcla Sin datos C B Sin datos 300
36. Calle del 57 N°. 16, Col. Centro, Cuauhtémoc. Masa Sin datos C B Sin datos 300
37. Calle Ciprés N°. 13, Col Sta. Ma. La Ribera, Cuauhtémoc. Masa Sin datos P B Sin datos 600
38. Walmart, Calz Ignacio Zaragoza 58, Col. Federal, V. Carranza. Sin dato Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
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ANEXO 1: Continuacion
Color de
N° de Muestra, lugar. Masa /Harina/ Proporcion Masa propia/ maiz: Origen Venta
Mezcla de la mezcla comprada blanco, del maiz kg/dia
amarillo, azul
39. Fray Servando Teresa de Mier 881. Jardin Balbuena, V. Carranza. H(Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
40. Calle Anfora N°. 241, Col. Madero, V. Carranza. H(Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
41. Calle Norte 178 y Esterlinas. Col. Pensador Mexicano. V. Carranza. Masa Sin Datos C Blanco Sin datos Sin datos
42. Alfonso Ceballos N°. 43, Col Moctezuma, V. Carranza. Masa Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
43. Av. Del Taller 502, Col. Jardin Balbuena, V. Carranza. Mezcla INP Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
44. Relaciones Exteriores N°. 2, Col. Federal, V. Carranza. Masa Sin datos C B Sin datos Sin datos
45. Walmart, Nextengo 78, Sta. Cruz Acayucan, Azcapotzalco. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin dato Sin datos Sin datos
46. Walmart, Av. Cuitldhuac 3651. Col. Hogar y Seguridad, Azcap. H (Minsa) Sin datos Sin datos Sin dato Sin datos Sin datos
47. Bodega Comercial, Av. Azcapotzalco 527, Azcapotzalco. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin dato Sin datos Sin datos
48. Calle 12, Col. Prohogar, Azcapotzalco. Masa Sin datos C A Sin datos Sin datos
49. Av. Jardin 36-1. Col. del Gas, Azcapotzalco. Mezcla 70kg masa 1/5 bto H C B Sin datos Sin datos
50. Av. Real de San Martin N°. 194 A, Col. Nueva Espafia, Azcapotzalco. Masa Sin datos P B Sin datos 150-200
51. Bodega Aurrera, Tezontle esq Apatlaco, Col Apatlaco, Iztacalco. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 300
52. Bodega Gigante, Av. La Viga 627, Barrio Zapotla, |ztacalco. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 380
53. Puebla y Calle 5, Col Agricola Pantitlan, Iztacalco. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C A Sin datos 350-375
54. Oriente 259, esq Sur 28, Col. Agricola Oriental, Iztacalco. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C A Sin datos 450
55. Oriente 259, N°. 230 esq. Sur 18B, Agricola Oriental, Iztacalco. Mezcla Masa/Agroinsa 50:5 kg C B Sin datos 350-400
56. Sur 159 No. 125, Col. Ampliacién Ramos Millan, Iztacalco. Mezcla Masa/Minsa C B Sin datos Sin datos
57. Matamoros y J.0O. de Dominguez. Barrio Sn Juan Centro, Xochimilco. Masa Sin datos C B Sin datos 350
58. Av. 16 de Septiembre N°. 24, Col. Sta. Ma. Tepepan, Xochimilco. Masa Sin datos C A Sin datos 270-300
59. San Pablo-Jacarandas, La cafiada, Pueblo San Lucas, Xochimilco. Masa Sin datos P B Sinaloa 270
60. Cuauhtémoc N°. 3, Barrio Cristo Rey, Xochimilco. Masa Sin datos C A Sin datos 350
61. Avenida de las Torres 15, Ampliacion Tepepan, Xochimilco. Masa Sin datos C A Sin datos 370
62. Calle Fco. |. Madero, Mercado de 377, Barrio Sta. Crucita, Xochimilco. Masa Sin datos C B Sin datos Sin datos
63. Walmart , Av Universidad 936 A, Col. Sta Cruz Atoyac, B.Juarez. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 900
64. Walmart, Calz. Tlapan 1037, Col. Nativitas, B.Juarez. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 800
65.Superama Romero de Terreros y Dgnal Sn Antonio, Del Valle, B.J. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 360
66. Jesus Urueta 15 ACC-1, Col. Moderna, B.Juérez. Masa Sin datos C A Sin datos 250-300
67. Romero de Terreros 1359, Col. Narvarte, B.Juarez. Masa Sin datos C B Edo. Mex 320-380
68. San Felipe s/n Pueblo Xoco x Cineteca, B.Juarez. Masa Sin datos C Sin datos Sin datos 250
69. Sumesa Monte Athos y Cda. Monte Libano, Miguel Hidalgo. H (Minsa) Sin datos Sin datos B Sin datos 440
70. Sumesa Virgilio 15, Col. Polanco, Miguel Hidalgo. H (Minsa) Sin datos Sin datos Sin Dato Sin Dato Sin datos
71.Bodega La Comercial,Calz. México Tacuba 911, Huichiapan, M. Hgo. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 245
72. Calle J.M. Mendivil esg. Monterde. Col. Américas, Miguel Hidalgo. Mezcla Masa/Maseca 50:20 kg C B Sin datos 400
73. Laguna de Términos 310. Col. Anahuéc, Miguel Hidalgo. Masa Sin datos P B Sonora 500
74. Calle Gazcasonica, Col. Tacuba, Miguel Hidalgo. Masa Sin datos P B Sin datos 600
75. E.Zapata-Samuel Vigueras Pueblo San Nicolés Tetelco, Tldhuac. Masa Sin datos C B Sin datos 600
76. Mercado Mizquic local 57, Mizquic, Tlahuac. Masa Sin datos C A Cargill 400
77. Mercado San Juan Ixtayopan, San Juan Ixtayopan, Tldhuac. Masa Sin datos C B Cargill 270
78. Buena Suerte (Cocodrilo) frente al N° 154-187, Los Olivos, Tlahuac. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C A Sin datos 350
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ANEXO 1: Continuacién

Color de
N° de Muestra, lugar. Masa /Harina/ Proporcion Masa propia/ maiz: Origen Venta
Mezcla de lamezcla comprada blanco, del maiz kg/dia

amarillo, azul

Masa/Maseca sin

79. Mercado Tlahuac, local de la esquina con Molino Centro de Tlahuac. Mezcla datos P B Sinaloa 1500
80. N.Bravo, esqg 20 de Noviembre, Mz. 16 Lte. 1, San Mateo, Tldhuac. Masa Sin datos C B Sin datos 300
81. Superama Periférico- Luis Cabrera, M. Contreras. H (Maseca) Sin datos B Sin datos 250
82. Emiliano Zapata frente 9 bis. San Bernabé Ocotepec, M.Contreras. Masa Sin datos C B Cargill 350-370
83. Calle Independencia No. 22B, San Nicolas Totolapan, M. Contreras. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C A Sin datos 280-300
84. Calle San Francisco 503. Barrio Sn Francisco, M. Contreras. Masa Sin datos C A 350-450
85. Lazaro Céardenas No. 3, Col. el Tanque, M. Contreras. Masa Sin datos P B Sin/Gto 1000
86. Av Rio Magdalena, Mercado La Cruz, M. Contreras. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg Sin datos B Sin datos 380
87. Superama,Av. Noche de Paz 38, Col Granjas Navidad,Cuajimalpa. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 350-400
88. Com.Mex.Av.Bosques de Reforma 1813,Vista Hermosa, Cuajimalpa. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 750
89. Superama, Paseo de las Lilas 92. Bosques de Reforma, Cuajimalpa. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 350-450
90. Pifion, esq. Sauce, Col. San José de los Cedros, Cuajimalpa. Masa Sin datos C B Cargill 750-800
91. Calle Navidad, Mz.7, Lte. 9, Col. La Navidad, Cuajimalpa. Mezcla Masa/Maseca SD C A Sin datos 400
92. Lic. Castillo Leddn 117, Col. Pueblo Cuajimalpa, Cuajimalpa. Masa Sin datos C A Sin datos 400
93. Av. Hidalgo, Plaza San Martin, San Pedro Actopan, Milpa Alta. Masa Sin datos P B Sin datos Sin datos
94. Calle Guanajuato, Mercado Benito Juarez, Villa Milpa Alta, M. Alta. Masa Sin datos P B Sonora 750
95. Mercado Santa Ana Tlacotenco, Milpa Alta. Mezcla Masa/Maseca 50:10 kg C B Sin datos 450
96. Mercado San Pedro Actopan, Gabino Barreda, Milpa Alta. Mezcla Masa/Maseca 50:7 kg C A Sin datos 450
97. Av. Constitucion, esq Tamaulipas Sur Pueblo Villa, Milpa Alta. Masa Sin datos P Azul Morelos 150
98. Fabian Flores Pte. San Pablo Oztotepec, Milpa Alta. Masa Sin datos C B Sin datos 350-400
SD=Sin datos
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Tabla 39. Tercer muestreo (secas 2007).
Color de
N° de Muestra, lugar. Masa /Harina/ Proporcion Masa propia/ maiz: Origen del  Venta
Mezcla de lamezcla comprada blanco, maiz kg/dia
amarillo, azul
1. Comercial Mex., Ermita Iztap.2955, Ampliacién Sn Miguel, Iztapalapa. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 650-750
2. Megacomercial, Calz de la Viga 1381, Col. El Retofio, Iztapalapa. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 630
3. Walmart, Canal de Tezontle 1520, Dr. A Ortiz Tirado, Iztapalapa. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 670
4. Walmart, Av. Tlahuac 5662, |ztapalapa. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Estados 500
5. Mercado Constitucion de 1917, Iztapalapa. Masa Sin datos C A Estados 400-450
6. 32 Cerrada de Retofio esq calle retofio Col. El Retofio. Iztapalapa Mezcla Masa/Agroinsa 50:5 kg C A Estados 380
7. Calle Emilio Carranza No. 281. San Andrés Tetepilco. Iztapalapa Masa Sin datos P B Sinaloa 350
8. Walmart Calz. Guadalupe 431. Col. Gpe. Tepeyac GAM. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Estados 650
9. Bodega Comer. Mex. V. Carranza 100 Barrio Coatepec GAM H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 250
10. Superama Av Montevideo # 360 Av. Palitécnico. Lindavista. GAM H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 350
11. Calle la esperanza No.-95 Col. Industrial. GAM Masa Sin datos C A Sin datos 170
12. Av. Emiliano Zapata No. 75. Col. Zona escolar, Cuautepec, GAM Masa Sin datos C B Sin datos 150
13. Poniente 124 No. 405. Col. Nueva Vallejo. GAM Masa Sin datos C A Estados 390-400
14. Superama Pedregal. Agua. Jardines del Pedregal. A. Obregén H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 350
15. Bodega Gigante Tamaulipas 1236.Edo.de Hidalgo, A. Obregon. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos Sin datos
16. Bodega Aurrera. Observatorio 457. Las Américas. A. Obregén Masa Sin datos Sin datos Sin datos
17. José Ma.Morelos Mz.67, Lte.2Bis. Torres de Potrero. A. Obregén Masa Sin datos Sin datos Sin datos
18. Av. Tamaulipas 1306 Col. Corpus Christi. A. Obregon Masa Sin datos Sin datos Sin datos
19. Ricardo Castro 28, Col. Guadalupe Inn. A. Obregén Masa Sin datos P B Sinaloa 350
20. Superama Rio Churubusco y Centenario. Del Carmen, Coyoacan. H(Minsa) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin dato
21. Comercial Mexicana Pargue Comercial Gran Sur. Coyoacan. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 430
22. Calzada de la Salud-Esc. Naval Militar, Coyoacan. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 670
23. Av. Pacifico No. 331. Col Los reyes Coyoacan. Masa Sin datos P B Estados 550
24. Anacahuita 40 Col. Pedregal de Santo Domingo, Coyoacan. Mezcla Masa/Minsa 50:10 kg C A Estados 370
25. Mercado Educacion, Col Educacion. Coyoacan Masa Sin datos C B Estados 450-500
26. Chedraui Carr. Picacho-Ajusco 175. Héroes de Padierna. Tlalpan H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 450
27. Bodega Comercial Mexicana de la Fama. Col. La fama. Talpan H (sin dato) Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato
28A. Comercial Mex. Canal de Miramontes y Calz. Del. Hueso. Tlalpan H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 470
29. Calle 7 Mz. 23 Lte. 7 Col. Ampliacién M. Hidalgo, Tlalpan. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C A Estados 470
30. Norte 1 esq Oriente 1 Col. Isidro Fabela, Tlalpan D.F. Mezcla Sin dato C A Estados 370
31. Calle San Martin No. 27 San Pedro Martir Tlalpan. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C B Estados 630
32. Comercial Mex. Calz. Chabacano 43 Col. Asturias, Cuauhtémoc. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
33. Bodega Comer Venustiano Carranza 125 Col. Centro. Cuauhtémoc. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
34. Mega Calz. de la Ronda 88 Col. Ex -Hipédromo Peralvillo, Cuauh. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
35. Calle Chihuahua 140 Col. Roma, Cuauhtémoc. Masa Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
36. Calle del 57 No. 16. Col. Centro, Cuauhtémoc. Masa Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
37. Calle Ciprés No. 13. Col Sta. Ma. La Ribiera Cuauhtémoc. Masa Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
38. Walmart. Calz Ignacio Zaragoza 58 Col. Federal. VC H(Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 550
39. Fray Servando Teresa de Mier 881. Jardin Balbuena. VC H(Maseca) Sin datos Sin datos B Sin dato 500-550
40. Calle Anfora No. 241 Chedraui, Col. Madero. VC H(Maseca) Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato
41. Calle norte 178 y Esterlinas. Col. Pensador Mexicano. VC. Masa Sin datos C B Estados 390
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N° de Muestra, lugar. Masa /Harina/ Proporcion Masa propia/ maiz: Origen del  Venta
Mezcla de la mezcla comprada blanco, maiz kg/dia
amarillo, azul

42. Alfonso Ceballos No. 43. Col Moctezuma. VC Masa Sin datos C A Sin dato 270-300
43. Av. Del Taller 502. Col. Jardin Balbuena.VC Mezcla Masa/Maseca 50:3 kg C B Estados 370-400
44. Relaciones exteriores No. 2 Col. Federal. VC. Masa Sin datos C A Estados 350
45. Walmart Nextengo 78, Sta. Cruz Acayucan Azcapotzalco. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 250
46. Walmart Av. Cuitldhuac 3651. Col. Hogar y Seguridad. Azcapo. H(Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 650
47. Bodega Comercial. Av. Azcapotzalco 527 Azcapotzalco. Azcapo. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 450
48. Calle 12, Col. Prohogar, Azcapo. Masa Sin datos C A Estados 300-350
49. Av. Jardin No. 36-1. Col del gas. Azcapo. Masa Sin datos C A Sin datos 380
50. Av. Real de San Martin No. 194 A. Col. Nueva Espafia. Azcapo. Masa Sin datos C B Estados 300-370
51. Bodega Aurrera. Tezontle esq Apatlaco. Col Apatlaco. Iztacalco. H (Maseca) Sin datos A Estados 370
52. Bodega Gigante Av. La viga No. 627, Barrio Zapotla. Iztacalco. H (Minsa) Sin datos A Estados 450-500
53. Puebla y calle 5. Col Agricola Pantitlan, Iztacalco Mezcla Masa/Maseca 50:7 kg C A Estados 260
54. Oriente 259 esq Sur 28. Col Agricola Oriental. Iztacalco Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C B Sin datos 450
55. Oriente 259 No. 230 esg. Sur 18B, Agricola Oriental. Iztacalco. Mezcla Masa/Agroinsa 50:5 kg C B Sin datos 350-400
56. Sur 159 No. 125. Col. Ampliacién Ramos Millan. Iztacalco Mezcla Masa/Minsa C B Sin datos Sin dato
57. Matamoros y J.Ortiz de Dominguez. Barrio San Juan Centro. Xoch. Masa Sin datos C B Sin datos 350
58. Av. 16 de septiembre No. 24. Col. Sta. Ma. Tepepan, Xoch. Masa Sin datos C A Sin datos 270-300
59. San Pablo-Jacarandas. La cafiada, Pueblo San Lucas, Xoch. Masa Sin datos P B Sinaloa 270
60. Cuauhtemoc No. 3, Barrio Cristo Rey, Xoch. Masa Sin datos C A Sin datos 350
61. Avenida de las Torres 15 Ampliacién Tetepan. Masa Sin datos C A Sin datos 370
62. Calle Fco. I. Madero Mercado de 377. Barrio Santa Crucita. Xoch. Masa Sin datos C B Sin datos Sin datos
63. Walmart Av Universidad 936 A Col. Sta Cruz Atoyac, B.J. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 900
64. Walmart Calz. Tlapan 1037 Col. Nativitas. B.J. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 800
65. Superama Romero de Terreros y Diagonal Sn Antonio Del Valle, B.J. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 360
66. 4. Jesus Urueta 15 ACC-1 Col. Moderna,B.J. Masa Sin datos C A Sin datos 250-300
67. Romero de Terreros 1359. Col. Narvarte, B.J. Masa Sin datos C B Edo. Mex 320-380
68. San Felipe s/n Pueblo Xoco x Cineteca, B.J. Masa Sin datos C Sin datos Sin datos 250
69. Sumesa Monte Athos y Cda Monte Libano, M.H. H (Minsa) Sin datos Sin datos B Sin datos 440
70. Sumesa Virgilio 15 Col. Polanco. M.H. H (Minsa) Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato
71. Bodega La Comercial. Calz. México Tacuba 911 Huichiapan, M.H. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 245
72. Calle JM. Mendivil esg. Monterde. Col. Américas, M.H. Mezcla Masa/Maseca 50:20 kg C B Sin datos 400
73. Laguna de Términos 310. Col. Anahuéc, M.H. Masa Sin datos P B Sonora 500
74. Calle Gazcasonica. Col. Tacaba, M.H. Masa Sin datos P B Sin datos 600
75. E.Zapata-Samuel Vigueras Pueblo San Nicolas Tetelco, Tldhuac Masa Sin datos C B Sin datos 600
76. Mercado Mizquic local 57. Mizquic, Tlahuac. Masa Sin datos C A Cargill 400
77. Mercado san Juan Ixtayopan, San Juan Ixtayopan, Tlahuac. Masa Sin datos C B Cargill 270
78. Buena Suerte (Cocodrilo) frente al N° 154-187. Los Olivos. Tlahuac. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C A Sin datos 350
79. Mercado Tlahuac local de la esquina con molino centro de Tlahuac. Mezcla Masa/Maseca sin dato P B Sinaloa 1500
80. N.Bravo esq 20 de Noviembre Mz. 16 Lte. 1, San Mateo. Tlahuac Masa Sin datos C B Sin datos 300
81. Superama Periférico- Luis Cabrera H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 250
82. Emiliano Zapata frente 9bis. San Bernabé Ocotepec. M.Contreras Masa Sin datos C B Cargill 350-370
83. Calle Independencia No. 22B. San Nicolas Totolapan. M. Contreras Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C A Sin datos 280-300
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ANEXO 1: Continuacion
Color de
N° de Muestra, lugar. Masa /Harina/ Proporcion Masa propia/ maiz: Origen del  Venta
Mezcla de la mezcla comprada blanco, maiz kg/dia
amarillo, azul

84. Calle San Francisco 503. Barrio Sn Francisco, Magdalena Contreras Masa Sin datos C A Sin dato 350-450
85. Lazaro Cardenas No. 3 Col. el Tanque. M. Contreras Masa Sin datos P B Sin/Gto 1000
86. Av Rio Magdalena Mercado la Cruz. M. Contreras Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg Sin datos B Sin datos 380
87. Superama. Av. Noche de Paz 38. Col Granjas Navidad. Cuajimalpa H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 350-400
88. Com.Mex.Av.Bosques de Reforma 1813. Vista Hermosa. Cuajimalpa H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 750
89. Superama, Paseo de las Lilas 92. Bosques de Reforma. Cuajimalpa H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos 350-450
90. Pifion esq Sauce Col. San José de los Cedros. Cuajimalpa Masa Sin datos C B Cargill 750-800
91. Calle Naviad Mz7 Lte. 9. Col La Navidad. Cuajimalpa Mezcla Masa/Maseca SD C A Sin datos 400
92. Lic. Castillo Ledén 117 Col. Pueblo Cuajimalpa. Cuajimalpa Masa Sin datos C A Sin datos 400
93. Av. Hidalgo, Plaza San Martin San Pedro Actépan. M.Alta Masa Sin datos P B Sin datos Sin datos
94. Calle Guanajuato Mercado Benito Juarez. Villa Milpa Alta. M.Alta Masa Sin datos P B Sonora 750
95. Mercado Santa Ana Tlacotenco, M.Alta Mezcla Masa/Maseca 50:10 kg C B Sin datos 450
96. Mercado San Pedro Actopan. Gabino Barreda. Subdeleg. M.Alta Mezcla Masa/Maseca 50:7 kg C A Sin datos 450
97. Av. Constitucion esq Tamaulipas Sur Pueblo Villa Milpa Alta, M.Alta Masa Sin datos P Azul Morelos 150
98. Fabian Flores Pte. San Pablo Oztotepec, M.Alta Masa Sin datos C B Sin datos 350-400

SD= Sin datos.
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Tabla 40. Cuarto muestreo (lluvias 2007).
N° de Muestra, lugar. Masa /Harina/ Proporcion Masa propia/ Clo'lor de Origen del  Venta
maiz:blanco, . P
Mezcla de lamezcla comprada : maiz kg/dia
= amarillo, azul
1. Comercial Mex. Ermita Iztap.2955. Ampliacién Sn Miguel Iztapalapa H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 200
2. Megacomercial Calz de la Viga 1381 Col. El Retofio, Iztapalapa H (Maseca Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato
3. Walmart Canal de Tezontle 1520 Dr. A Ortiz Tirado, Iztapalapa. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos Sin datos
4. Walmart Av. Tlahuac No. 5662, Iztapalapa H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 700
5. Mercado Constitucién de 1917, Iztapalapa Masa Sin datos C A Sin datos 250
6. 32 Cerrada de Retofio esq calle retofio Col. El Retofio, Iztapalapa Mezcla Masa/Aaroinsa 50:6 kg C A Sin datos 250
7. Calle Emilio Carranza No. 281. San Andres Tetepilco, |ztapalapa Masa Sin datos P B Sinaloa Cargill 350
8. Walmart Calz. Guadalupe 431. Col. Gpe. Tepevac, GAM. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 600
9. Bodega Comer. Mex. V. Carranza 100 Barrio Coatepec, GAM H (Maseca) Sin datos Sin datos A Estados 250
10. Superama Av Montevideo # 360 Av. Politécnico. Lindavista, GAM H (Minsa) Sin datos Sin datos B Estados 200
11. Calle la esperanza No.-95 Col. Industrial, GAM Masa Sin datos C A Estados 300
12. Av. Emiliano Zapata No. 75. Col. Zona escolar, Cuautepec, GAM Masa Sin datos C A Edo Mex. 250
13. Poniente 124 No. 405. Col. Nueva Valleijo, GAM Masa Sin datos C A Estados 450
14. Superama Pedreqgal. Agua. Jardines del Pedregal, A. Obregén H (Minsa) Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato 150
15. Bodega Gigante Tamaulipas 1236.Edo.de Hidalgo, A. Obreqgén. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Estados Sin dato
16. Bodega Aurrera. Observatorio 457. Las Américas, A. Obregén H(Maseca) Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato
17. José Ma.Morelos Mz.67, Lte.2Bis. Torres de Potrero, A. Obregén Masa Sin datos P B Michoacan 300
18. Av. Tamaulipas 1306 Col. Corpus Christi, A. Obregén Masa Sin datos P A Estados 300
19. Ricardo Castro 28, Col. Guadalupe Inn, A. Obregén Masa Sin datos P B Sinaloa 350
20. Superama Rio Churubusco vy Centenario. Del Carmen, Coyoacan. H(Minsa) Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato 150
21. Comercial Mexicana Pargue Comercial Gran Sur, Coyoacan. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato
22. Calzada de la Salud-Esc. Naval Militar, Coyoacan. H (Maseca Sin datos Sin datos B Estados 600
22B. Calzada de la Salud-Esc. Naval Militar, Coyoacan. H (Maseca Sin datos Sin datos Azul Estados 150
23. Av. Pacifico No. 331. Col Los Reyes, Coyoacan. Masa Sin datos P B Estados 300
24. Anacahuita 40 Col. Pedregal de Santo Domingo, Coyoacan. Mezcla Masa/Minsa 50: 5 kg C A Estados 150
25. Mercado Educacién, Col Educacién, Coyoacan Masa Sin datos P B Puebla 375
26. Chedraui Carr. Picacho-Ajusco 175. Héroes de Padierna, Tlalpan H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato
27. Bodega Comercial Mexicana de la Fama. Col. La Fama, Tlalpan H (sin dato) Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato
28A. Comercial Mex. Canal de Miramontes y Calz. Del. Hueso, Tlalpan H (Maseca prem Sin datos Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato
29. Calle 7 Mz. 23 Lte. 7 Col. Ampliacién M. Hidalgo, Tlalpan. Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg P A Estados 300
30. Norte 1 esqg Oriente 1 Col. Isidro Fabela, Tlalpan Masa Sin datos C A Estados 100
31. Calle San Martin No. 27 San Pedro Matrtir, Tlalpan. Mezcla Masa/Minsa 50:7 ka C A Estados 200
32. Comercial Mex. Calz. Chabacano 43 Col. Asturias, Cuauh. H (Maseca prem Sin datos Sin datos B Estados Sin dato
33. Bodega Comer Venustiano Carranza 125 Col. Centro, Cuauh. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 350
34. Meqga Calz. de la Ronda 88 Col. Ex -Hipédromo Peralvillo, Cuauh. H (Maseca prem Sin datos Sin datos B Estados 400
35. Calle Chihuahua 140 Col. Roma, Cuauhtémoc Masa Sin datos C A Estados 270
36. Calle del 57 No. 16. Col. Centro, Cuauhtémoc Masa Sin datos C A Estados 350
37. Calle Ciprés No. 13. Col Sta. Ma. La Ribera, Cuauhtémoc Masa Sin datos P B Estados 600
38. Walmart. Calz lgnacio Zaraqoza 58 Col. Federal. VC H(Maseca) Sin datos Sin datos B Estados Sin datos
39. Fray Servando Teresa de Mier 881. Jardin Balbuena. VC H(Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 350
40. Calle Anfora 241 Chedraui, Col. Madero. VC H(Maseca) Sin datos Sin datos A Estados Sin datos
41. Calle Norte 178 v Esterlinas. Col. Pensador Mexicano. VC. Masa Sin datos C A Estados 250
42. Alfonso Ceballos 43. Col Moctezuma, VC Masa Sin datos C A Guanajuato 270
43. Av. Del Taller 502. Col. Jardin Balbuena,vVC Mezcla Masa/Maseca 50:5 kg C B Estados 100
44. Relaciones Exteriores 2 Col. Federal, VC. Masa Sin datos P B Sinaloa 120
45. Walmart Nextengo 78, Sta. Cruz Acayucan, Azcapotzalco H (Maseca prem) Sin datos Sin datos B Estados 600
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Anexos

ANEXO 1: Continuacion.

N° de Muestra, lugar. Masa /Harina/ Proporcion Masa propia/ Color de Origen del  Venta
Mezcla de la mezcla comprada maiz:blanco, maiz kg/dia

46. Walmart Av. Cuitldhuac 3651. Col. Hogar y Seguridad. Azcapo. H(Maseca prem) Sin datos Sin datos B Estados Sin datos
47. Bodedga Comercial. Av. Azcapotzalco 527 Azcapotzalco. Azcapo. H (Maseca) Sin datos Sin datos A Estados 290
48. Calle 12, Col. Prohogar, Azcapozalco Masa Sin datos Sin dato Sin dato Sin dato Sin datos
49. Av. Jardin 36-1. Col del Gas, Azcapo. Masa Sin datos P B Puebla 150
50. Av. Real de San Martin No. 194 A. Col. Nueva Espafia, Azcapo. Masa Sin datos P Sin datos Estados 200
51. Bodega Aurrera. Tezontle esq Apatlaco. Col Apatlaco, Iztacalco. H (Minsa) Sin datos Sin datos A Estados 350
52. Bodega Gigante Av. La Viga 627, Barrio Zapotla. Iztacalco. H (Minsa) Sin datos Sin datos B Estados Sin datos
53. Puebla y Calle 5. Col Agricola Pantitlan, Iztacalco. Mezcla Masa/Maseca 50:7 kg C A Sin datos Sin datos
54. Oriente 259 esq Sur 28. Col Agricola Oriental. Iztacalco. Masa Sin datos P A Sin datos 350
55. Oriente 259 No. 230 esq. Sur 18B, Agricola Oriental. Iztacalco. Mezcla Masa/Agroinsa C B Sin datos 170
56. Sur 159 No. 125. Col. Ampliacién Ramos Millan. Iztacalco Mezcla Masa/Minsa C A Estados 300
57. Matamoros y J.Ortiz de Dominguez. Barrio San Juan Centro. Xoch. Masa Sin datos C A B Estados 200
58. Av. 16 de septiembre No. 24. Col. Sta. Ma. Tepepan, Xoch. Masa Sin datos C B Estados 120
59. San Pablo-Jacarandas. La cafiada, Pueblo San Lucas, Xoch. Masa Sin datos P A Estados 250
60. Cuauhtemoc No. 3, Barrio Cristo Rey, Xoch. Masa Sin datos C B Sin datos 130
61. Avenida de las Torres 15 Ampliacion Tetepan. Masa Sin datos C A Sin datos 200
62. Calle Fco. I. Madero Mercado de 377. Barrio Santa Crucita. Xoch. Masa Sin datos C B Estados 300
63. Walmart Av Universidad 936 A Col. Sta Cruz Atoyac, B.J. H (Maseca) Sin datos Sin datos B Estados 600
64. Walmart Calz. Tlapan 1037 Col. Nativitas. B.J. H (Maseca) Sin datos Sin datos Sin datos Estados 650

1. Comercial Mex. Ermita Iztap.2955. Ampliacién Sn Miguel Iztapalapa H (Maseca) Sin datos Sin datos B Sin datos 200
66. JesUs Urueta 15 ACC-1 Col. Mooderna. B.J. Masa Sin datos C B Estados 250
67. Romero de Terreros 1359. Col. Narvarte. B.J. Masa Sin datos C A Sin datos Sin datos
68. San Felipe s/n Pueblo Xoco x Cineteca. B.J. Masa Sin datos C A Estados 270
69. Sumesa Monte Athos y Cda Monte Libano. M.H. H (Minsa) Sin datos Sin datos A Estados 600
70. Sumesa Virgilio 15 Col. Polanco. M.H. H (Minsa) Sin datos Sin datos B Estados 150
71. Bodega La Comercial. Calz. México Tacuba 911 Huichiapan. M.H. ';r(glln?ii%:)a Sin datos Sin datos B Sin datos 500
72. Calle JM. Mendivil esgq. Monterde. Col. Américas. M.H. Mezcla Masa/Maseca 50:6 C A Estados 300
73. Laguna de Términos 310. Col. Andhuac. M.H. Masa Sin datos C A B Jalisco 400
74. Calle Gazcasonica. Col. Tacuba. M.H. Masa Sin datos C B Puebla 200
75. E.Zapata-Samuel Vigueras Pueblo San Nicolas Tetelco, Tldhuac Masa Sin datos P A Sin datos Sin datos
76. Mercado Mizquic local 57. Mizquic, Tldhuac. Masa Sin datos C A Estados 300
77. Mercado san Juan Ixtayopan, San Juan Ixtayopan, Tlahuac. Masa Sin datos C A Sin datos 500
78. Buena Suerte (Cocodrilo) frente al N° 154-187. Los Olivos. Tlahuac. Masa Sin datos C A Sinaloa 250
79. Mercado Tlahuac local de la esquina con molino centro de Tldhuac. Masa Sin datos P B Zapotitlan 320
80. N.Bravo esq. 20 de Noviembre Mz. 16 Lte. 1, San Mateo. Tlahuac Masa Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
81 S s . H (Maseca Sin datos . : : :

. Superama Periférico- Luis Cabrera M. Contreras. premium) Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
82. Emiliano Zapata frente 9bis. San Bernabe Ocotepec. M.Contreras Masa Sin datos P B Sin datos 300
83. Calle Independencia No. 22B. San Nicolas Totolapan. M. Contreras Masa Sin datos P A Sin datos 1000
84. Calle San Francisco, 503. Barrio San Francisco M. Contreras Masa Sin datos P B Importimex 100
85. Lazaro Cardenas No. 3 Col. el Tangue. M. Contreras Masa Sin datos P B Sin, Guan 1000
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ANEXO 1: Continuacion

N° de Muestra, lugar. Masa /Harina/ Proporcion Masa propia/ mgg'lglraiio Origen del  Venta
Mezcla de lamezcla comprada ; ' maiz kg/dia
amarillo, azul
86. Av Rio Magdalena Mercado la Cruz. M. Contreras Mezcla Masa/Maseca 50:5 C A Sin datos 600
87. Superama. Av. Noche de Paz 38. Col Granjas Navidad. Cuajimalpa H (Maseca) Sin datos Sin datos A Sin datos Sin datos
88. Com.Mex.Av.Bosques de Reforma 1813. Vista Hermosa. Cuajimalpa ';r(gﬁi%:? Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
89. Superama, Paseo de las Lilas 92. Bosques de Reforma. Cuajimalpa H (Minsa) Sin datos Sin datos A Sin datos 150
90. Pifion esqg Sauce Col. San José de los Cedros. Cuajimalpa Masa Sin datos C B Estados Sin datos
91. Calle Naviad Mz7 Lte. 9. Col La Navidad. Cuajimalpa Masa Sin datos C A Estados 250
92. Lic. Castillo Leddn 117 Col. Pueblo Cuajimalpa. Cuajimalpa Masa Sin datos C A Sin datos 170
93. Av. Hidalgo, Plaza San Martin San Pedro Actépan. M.Alta Masa Sin datos P B Sin datos 120
94. Calle Guanajuato Mercado Benito Juarez. Villa Milpa Alta. M.Alta Masa Sin datos P A Sin datos 200
95. Mercado Santa Ana Tlacotenco M.Alta Masa Sin datos P B Jalisco 250
96. Mercado San Pedro Actopan. Gabino Barreda. Subdeleg. M.Alta Masa Sin datos C B Estados 200
97. Av. Constituciéon esq Tamaulipas Sur Pueblo Villa Milpa Alta. M.Alta Masa Sin datos P Azul Morelos 120
98. Fabian Flores Pte. San Pablo Oztotepec, M.Alta Masa Sin datos P B Sinaloa 700
SD=Sin datos
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ANEXO 2: Resultados de la presencia de AF en los cuatro muestreos de tortilla

Tabla 41. Resultados de la presencia de aflatoxinas en el primer muestreo de tortillas.

Primer muestreo, Abril de 2006 (ug kg™)

Descripcién de la muestra Aflatoxinas
Delegacion N° de muestra AFB; AFB, AFG; AFG, AFt
Iztapalapa 1 12.8 ND ND ND 12.8
Iztapalapa 2 8.1 ND ND ND 8.1
Iztapalapa 3 3.0 ND ND ND 3.0
Iztapalapa 4 ND ND ND ND ND
Iztapalapa 5 12.8 ND ND ND 12.8
Iztapalapa 6 4.8 ND ND ND 4.8
Iztapalapa 7 ND ND ND ND ND
Gustavo Madero 8 2 ND ND ND 2
Gustavo Madero 9 <LD ND ND ND <LD
Gustavo Madero 10 2.3 ND ND ND 2.3
Gustavo Madero 11-13 ND ND ND ND ND
Alvaro Obregén 14 ND ND ND ND ND
Alvaro Obreg6n 15 ND 3 ND ND 3
Alvaro Obreg6n 16 ND ND ND ND ND
Alvaro Obregon 17 ND ND ND <LC <LC
Alvaro Obreg6n 18-19 ND ND ND ND ND
Coyoacan 20 ND 2.2 <LC ND 2.2
Coyoacan 21-22 ND ND ND ND ND
Coyoacan 23 ND ND ND <LC <LC
Coyoacan 24 ND ND ND ND ND
Coyoacan 25 ND <LC ND ND <LC
Tlalpan 26 ND 3.2 ND ND 3.2
Tlalpan 27 ND 2.2 ND ND 2.2
Tlalpan 28 ND 2.2 ND ND 2.2
Tlalpan 29 ND 2.5 ND ND 2.5
Tlalpan 30-31 ND ND ND ND ND
Cuauhtémoc 32-37 ND ND ND ND ND
Venustiano Carranza 38-44 ND ND ND ND ND
Azcapotzalco 45-47 ND ND ND ND ND
Azcapotzalco 48 3.8 2.2 3.9 5.3 15.2
Azcapotzalco 49-50 ND ND ND ND ND
Iztacalco 51-56 ND ND ND ND ND
Xochimilco 57-62 ND ND ND ND ND
Benito Juarez 63-67 ND ND ND ND ND
Benito Juarez 68 4.8 <LD 4.1 2.4 11.1
Hidalgo 69-74 ND ND ND ND ND
Tlahuac 75 ND ND ND ND ND
Tlahuac 76 ND <LC 4.2 ND 4.2
Tlahuac 77-80 ND ND ND ND ND
M. Contreras 81 105.6 <LC ND ND 105.6
M. Contreras 82-86 ND ND ND ND ND
Cuajimalpa 87-89 ND ND ND ND ND
Cuajimalpa 90 29.6 <LC ND ND 29.6
Cuajimalpa 91-92 ND ND ND ND ND
Milpa Alta 93-98 ND ND ND ND ND
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Tabla 42. Resultados de la presencia de aflatoxinas en el segundo muestreo de tortillas.

ANEXO 2: Continuacion. Segundo muestreo, Noviembre de 2006 (ug kg™)

Descripcién de la muestra Aflatoxinas
Delegacién N° de muestra AFB; AFB, AFG, AFG, AFt
Iztapalapa 1 ND ND ND ND ND
Iztapalapa 2 1.9 ND ND ND 1.9
Iztapalapa 3-7 ND ND ND ND ND
Gustavo Madero 8 ND ND ND ND ND
Gustavo Madero 9 4.6 ND ND ND 4.6
Gustavo Madero 10 1.6 ND ND ND 1.6
Gustavo Madero 11-13 ND ND ND ND ND
Alvaro Obreg6n 14-19 ND ND ND ND ND
Coyoacan 20-25 ND ND ND ND ND
Tlalpan 26-29 ND ND ND ND ND
Tlalpan 30 14 ND ND ND 1.4
Tlalpan 31 ND ND ND ND ND
Cuauhtémoc 32 ND ND ND ND ND
Cuauhtémoc 33 <LC 2.0 ND ND 2.0
Cuauhtémoc 34 1.6 0 ND ND 1.6
Cuauhtémoc 35-37 ND ND ND ND ND
Venustiano Carranza 38-44 ND ND ND ND ND
Azcapotzalco 45 1.7 <LC ND ND 1.7
Azcapotzalco 46 ND ND ND ND ND
Azcapotzalco a7 <LC ND ND ND <LC
Azcapotzalco 48 ND ND ND ND ND
Azcapotzalco 49 ND 2.1 ND ND 2.1
Azcapotzalco 50 ND ND ND ND ND
Iztacalco 51-56 ND ND ND ND ND
Xochimilco 57-62 ND ND ND ND ND
Benito Juarez 63-68 ND ND ND ND ND
Hidalgo 69-74 ND ND ND ND ND
Tlahuac 75-80 ND ND ND ND ND
M. Contreras 81 7.8 ND ND ND 7.8
M. Contreras 82 <LC 4.2 385.2 3.9 393.3
M. Contreras 83-84 ND ND ND ND ND
M. Contreras 85 4.9 <LC 5.0 5.9 15.8
M. Contreras 86 ND ND ND ND ND
Cuajimalpa 87-92 ND ND ND ND ND
Milpa Alta 93-94 ND ND ND ND ND
Milpa Alta 95 9.8 ND ND ND 9.8
Milpa Alta 96-98 ND ND ND ND ND
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Tabla 43. Resultados de la presencia de aflatoxinas en el tercer muestreo de tortillas.

ANEXO 2: Continuacion. Tercer muestreo, Abril de 2007 (ug kg™)

Descripcién de la muestra Aflatoxinas
Delegacion N° de muestra AFB; AFB, AFG; AFG, AFt
Iztapalapa 1-7 ND ND ND ND ND
Gustavo Madero 8-13 ND ND ND ND ND
Alvaro Obregoén 14-19 ND ND ND ND ND
Coyoacan 20-25 ND ND ND ND ND
Tlalpan 26-28 ND ND ND ND ND
Tlalpan 29 6.9 ND ND ND 6.9
Tlalpan 30 ND ND ND ND ND
Tlalpan 31 140.3 ND 150.1 ND 290.4
Cuauhtémoc 32 25 ND ND ND 25
Cuauhtémoc 33-37 ND ND ND ND ND
Venustiano Carranza 38-41 ND ND ND ND ND
Venustiano Carranza 42 6.2 ND ND ND 6.2
Venustiano Carranza 43 5.6 ND ND ND 5.6
Venustiano Carranza 44 ND ND ND ND ND
Azcapotzalco 45-48 ND ND ND ND ND
Azcapotzalco 49 ND 4.7 ND ND 4.7
Azcapotzalco 50 8.2 ND ND ND 8.2
Iztacalco 51-56 ND ND ND ND ND
Xochimilco 57-60 ND ND ND ND ND
Xochimilco 61 ND ND <LD ND <LD
Xochimilco 62 ND ND ND ND ND
Benito Juarez 63-64 ND ND ND ND ND
Benito Juarez 65 6.0 ND ND ND 6.0
Benito Juarez 66-68 ND ND ND ND ND
Hidalgo 69-74 ND ND ND ND ND
Tlahuac 75 ND ND ND ND ND
Tlahuac 76 11.4 ND ND ND 11.4
Tlahuac 77-80 ND ND ND ND ND
M. Contreras 81 6.4 ND ND ND 6.4
M. Contreras 82-86 ND ND ND ND ND
Cuajimalpa 87 ND ND ND ND ND
Cuajimalpa 88 7.8 ND ND ND 7.8
Cuajimalpa 89-92 ND ND ND ND ND
Milpa Alta 93-98 ND ND ND ND ND
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Tabla 44. Resultados de la presencia de aflatoxinas en el cuarto muestreo de tortillas.

ANEXO 2: Continuacion. Cuarto muestreo, Noviembre de 2007 (ug kg™)

Descripcién de la muestra Aflatoxinas
Delegacion N° de muestra AFB1 AFB, AFG, AFG, AFt
Iztapalapa 1-2 ND ND ND ND ND
Iztapalapa 3 ND ND ND 4.2 4.2
Iztapalapa 4-7 ND ND ND ND ND
Gustavo Madero 8-13 ND ND ND ND ND
Alvaro Obreg6n 14-16 ND ND ND ND ND
Alvaro Obregén 17 ND 2.8 ND ND 2.8
Alvaro Obregén 18 ND <LC ND ND <LC
Alvaro Obreg6n 19 ND ND ND ND ND
Coyoacan 20-21 ND ND ND ND ND
Coyoacan 22 2.0 ND ND ND 2.0
Coyoacan 23 <LC ND ND ND <LC
Coyoacan 24-25 ND ND ND ND ND
Tlalpan 26-31 ND ND ND ND ND
Cuauhtémoc 32-37 ND ND ND ND ND
Venustiano Carranza 38-42 ND ND ND ND ND
Venustiano Carranza 43 ND 2.4 ND ND 2.4
Venustiano Carranza 44 ND ND ND ND ND
Azcapotzalco 45-50 ND ND ND ND ND
Iztacalco 51-56 ND ND ND ND ND
Xochimilco 57 ND ND ND ND ND
Xochimilco 58 ND ND ND <LC <LC
Xochimilco 59 ND ND ND <LC <LC
Xochimilco 60-61 ND ND ND ND ND
Xochimilco 62 2.6 ND ND ND 26
Benito Juarez 63 ND ND ND ND ND
Benito Juarez 64 5.4 ND ND ND 5.4
Benito Juarez 65 ND ND ND ND ND
Benito Juarez 66 4.0 ND ND ND 4.0
Benito Juarez 67 0 ND ND ND ND
Benito Juarez 68 5.0 ND ND ND 5.0
Hidalgo 69 ND ND ND ND ND
Hidalgo 70 3.5 ND ND ND 35
Hidalgo 71 11. 4 3.1 16.6 ND 31.1
Hidalgo 72-74 ND ND ND ND ND
Tlahuac 75-80 ND ND ND ND ND
M. Contreras 81-82 ND ND ND ND ND
M. Contreras 83 ND ND 5.8 <LC 5.8
M. Contreras 84 <LC <LC ND ND <LC
M. Contreras 85-86 ND ND ND ND ND
Cuajimalpa 87 3.7 ND ND ND 3.7
Cuajimalpa 88-92 ND ND ND ND ND
Milpa Alta 93-94 ND ND ND ND ND
Milpa Alta 95 8.7 ND ND ND 8.7
Milpa Alta 96 ND ND ND 4.3 4.3
Milpa Alta 97 ND ND ND ND ND
Milpa Alta 98 ND <LC ND ND <LC
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ANEXO 3: Cromatogramas de las muestras de tortillas
a) Primer muestreo de tortillas de secas del 2006 (S06)
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Figura 29. Cromatogramas correspondientes a las muestras del primer muestreo A) 12.75 ug
kg™ de AFB,, B) 8.12 ug kg™ de AFB;, C) 2.96 ug kg™ AFB,, D) 12.80 ug kg™ de AFB,, E) 4.84
ug kg™ de AFB,, F) 2.21 ug kg™ de AFB,.

103



Fluorescencia

Capitulo VI

S06-9

Fluorescencia

»
»

Tiempo de retenciéon (min)

G) Muestra S06-9

w
A O S06-48

AFG1 aFB1
-4 ©

AFG2

Tiempo de retencidon (min)

J) Muestra S06-48

Fluorescencia

Fluorescencia

506-818
AFB1
*

19.91

I

Tiempo de retencién (min)

»

H) Muestra S06-81

4 506-68

o
"

Tiempo de retencidon (min)

K) Muestra S06-68

Fluorescencia

Anexos

4 S06-90

AFB1
I

1

»

Tiempo de retencién (min)

[) Muestra S06-90

L n S06-76
\

|

Fluorescencia

»

Tiempo de retencidn (min)

L) Muestra S06-76

Figura 30. Cromatogramas correspondientes a las muestras del primer muestreo A) 0.29 ug
kg™t de AFB,, B) 105.67ug kg™ de AFB;, C) 29.60 ug kg™ de AFB;, D) 3.93 ug kg™ de AFGy,
3.78 ug kg™ de AFB,, 5.25 ug kg™ de AFG, y 2.21 ug kg™ de AFB,, E) 4.13 ug kg™’ de AFG,,
4.81 ug kg™ de AFBy, 2.38 ug kg™ de AFG, y 0.54 ug kg™ de AFB,, F) 4.16 ug kg™ de AFG; y

1.73 ug kg™ de AFB,.
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b) Segundo muestreo de tortillas de lluvias del 2006 (LL06)

4 L06-2 A Los 4 L0
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D) Muestra L06-30 E) Muestra L06-33 F) Muestra L06-34

Figura 31. Cromatogramas correspondientes a las muestras del segundo muestreo A) 1.88 ug
kg™'de AFBy, B) 4.58 ug kg™ de AFB;, C) 1.63 ug kg™ de AFB,, D) 1.41 ug kg™ de AFB,, E) 0.78
ug kg™ de AFB; y 2.03 ug kg™ de AFB,, F) 1.20 ug kg™ de AFB,.
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A L0645 A ; L06-47 L06-49
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A) Muestra L06-45 B) Muestra L06-47 C) Muestra L06-49
h L06-81B Lo6.82 ‘ L06-85
. T g '
« :'-
[3) o 8
c [3) (8]
2 S F 5
[%)] o N (&)
[} n (%]
S o 2
= S E
T o
Tiempo de retencién (min)' Tiempo de retenciéon (min) Tiempo de retencién (min)
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Figura 32. Cromatogramas correspondientes a las muestras del segundo muestreo A) 1.71 ug
kg™ de AFB, y 0.68 ug kg™ de AFB,, B) 1.57 ug kg™ de AFB,, C) 2.10 ug kg™ de AFB,, D) 7.78
ug kg™ de AFB,, E) 385.21 ug kg™ de AFG;, 1.17 21 ug kg™ de AFB,, 3.89 21 ug kg™ de AFG,, y
4.20 ug kg™ de AFB,, F) 4.96 21 ug kg* de AFG,, 4.93 21 ug kg™ de AFB;, 5.92 21 ug kg™
AFG,, y 1.77 ug kg™ AFB..
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A ]| Los9s

Fluorescencia

Tiempo de retencién (min)
A) Muestra L06-95

Figura 33. Cromatograma correspondiente a la muestra L06-95 del segundo muestreo con
9.83 ug kg™ de AFB,.
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c) Tercer muestreo de tortillas de secas del 2007 (S07)

4 || s07-29 sS07-31 A

>
7
Fluorescencia

Fluorescencia
Fluorescencia

N

Ld

Tiempo de retenciéon (min) Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencién (min)
A) Muestra S07-29 B) Muestra S07-31 C) Muestra S07-32
450742 50743 4 | so749
A

S|k © . ©
(&) o o X [&]
S| g | | ¢
E \\ Sk E
o N T o |
1

Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencién (min)

D) Muestra S07-42 E) Muestra S07-43 F) Muestra S07-49

Figura 34. Cromatogramas correspondientes a las muestras del tercer muestreo A) 6.90 ug
kg™ de AFBy, B) 140.33 ug kg™ de AFB; y 150.14 ug kg™ de AFG,, C) 2.54 ug kg™ de AFBy, D)
6.22 ug kg™ de AFB,, E) 5.63 pg kg™ de AFB,, F) 4.72 ug kg™ de AFB,.

108



Capitulo VI Anexos

Fluorescencia

T : $07-50 4 507-61 $07-65
© s
‘O [S]
- 5 f
() o
8 8
S| . s |
o [ ‘
Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencién (min)
A) Muestra S07-50 B) Muestra S07-61 C) Muestra S07-65
A | 50776 S07-88
F N
; S07-81A
A
o
= © ©
8 8 o 8
E | ¢ 3
o [
AFB\I
Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencién (min)

D) Muestra S07-76 E) Muestra S07-81 F) Muestra S07-88

Figura 35. Cromatogramas correspondientes a las muestras del tercer muestreo A) 8.24 ug
kg™ de AFB,, B) 0.29 ug kg™ de AFG,, C) 6.04 ug kg™ de AFB,, D) 11.37 ug kg™ de AFB,, E)
6.44 ug kg™ AFB,, F) 7.79 ug kg™ de AFB,.
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d) Cuarto muestreo de tortillas de lluvias de 2007 (LLO7)
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Figura 36. Cromatogramas correspondientes a las muestras del cuarto muestreo A) 2.43 ug
kg™ de AFB,, B) 1.92 ug kg™ de AFG,, C) 1.64 ug kg™ de AFG,, D) 2.57 ug kg™ de AFB,, E) 5.37
ug kg™ de AFB,, F) 3.95 ug kg™ de AFB;.
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T LLO7-68 A LLO7-70 A LLO07-T1

Fluorescencia
Fluorescencia

h

| | AFB1
| L,\J AFG1
AFB2
AFEA1 AFB1

»
»

-

> >

Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencidn (min) Tiempo de retencién (min)
A) Muestra LL07-68 B) Muestra LLO7-70 C) Muestra LLO7-71
T r LL07-83 A } LLo7-84 A o757
|
gi
E}
| .
\1 :
c Q
! o
[&] (%]
:
o S
> =
m T JM
‘\
l
AFG1 AFG2 AFB1 AFB2 AFB1
—Ji > - > J >
Tiempo de retencién (min) Tiempo de retencidn (min) Tiempo de retencién (min)
D) Muestra LL0O7-83 E) Muestra LL07-84 F) Muestra LLO7-87

Figura 37. Cromatogramas correspondientes a las muestras del cuarto muestreo A) 4.96 ug
kg™ de AFB,, B) 3.48 ug kg™ de AFBy, C) 16.61 ug kg™ de AFG, 11.44 ug kg™ de AFB; y 3.05
ug kg™ de AFB,, D) 5.83 ug kg™ de AFG; y 0.90 ug kg™ de AFG,, E) 1.31 ug kg™ de AFB, y 1.13
ug kg™ de AFB,, F) 3.73 ug kg™ de AFB,,
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Figura 38. Cromatogramas correspondientes a las muestras del cuarto muestreo A) 8.74 ug
kg™ de AFB,, B) 0.93 ug kg™ de AFB,.

ANEXO 4: Soluciones y medios de cultivo para la Prueba de Ames
A4.1. Solucion de histidina

Se disolvieron 0.5 g de L-histidina (C¢HgN3O», PM: 155.55 g mol™) (Sigma, St. Louis,
EEUU) en 100 mL de agua destilada, se esterilizd en autoclave a 121°C y 20 Ib/in?
durante 20 minutos. La solucion se guardo bajo refrigeracion a 4 °C. La concentracion
final fue de 32 mM.

A4.2. Solucion de biotina.

Se disolvieron 0.0122g de D-biotina (C1oH1sN>0sS, PM: 246.33 g mol™) (Sigma, St.
Louis, EEUU) en 100 mL de agua destilada caliente. Se esterilizd en autoclave a 121°C
y 20 Ib/in? durante 20 minutos. La solucién se guardé bajo refrigeraciéon a 4 °C. La
concentracion final fue de 0.5 mM.

A4.3. Solucion de sales Vogel-Bonner (medio E 50 X)
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Se calentaron 670 mL de agua destilada a 45 °C y se adicionaron las siguientes sales
en el orden que se describe a continuacion: 10 g de sulfato de magnesio heptahidratado
(MgSO4e7H,0O PM: 246.3 g mol™, J.T. Baker, Xalostoc, México), en una concentracion
final de 40.6 mM; 100 g de &cido citrico (CgHsO7 PM:192.13 g mol™, Sigma, St. Louis,
EEUU) en una concentracién final de 0.520 M; 500 g de fosfato de potasio dibasico
anhidro (K;HPO, PM: 174 g mol™ Sigma, St. Louis, EEUU) en una concentracién final
de 2.87 My finalmente 175 g de fosfato de sodio y amonio tetrahidratado (NaHNH4POe
4H,0 PM: 209 g mol™, Sigma, St. Louis, EEUU) en una concentracion final de 0.83 M.
Se mantuvo agitacion constante al resguarddé de la luz hasta su completa dilucion.
Posteriormente, la solucién se ajustdé a 1L con agua destilada y se almacend en un
frasco ambar a temperatura ambiente.

A4.4. Solucién de histidina /biotina

Se pesaron 0.0122 g de D-biotina (C19H1sN203S, PM: 246.33 g mol™) (Sigma, St. Louis,
EEUU) y 0.007758 g de L-histidina (CsHoN3O2, PM: 155.55 g mol™) (Sigma, St. Louis,
EEUU). Se disolvieron en 100 mL de agua destilada precalentada a 70 °C en una
botella de vidrio. La solucién se esterilizé6 durante 20 minutos a 121°C y 20 Ib/in®. La
solucion se guardd bajo refrigeracion a 4 °C. La concentracion final de cada solucién
fue: D-biotina 0.5 mM, L-histidina 0.5 mM.

A4.5. Solucion de D-glucosa 40% m/v

Se calentaron 500 mL de agua destilada a ebullicién, y se mezclaron con 200 g de
glucosa (CgH12.06 PM: 180.16 g mol™) (J.T. Baker, Xalostoc, México), se agitaron hasta
total dilucién de la glucosa y se esterilizé 20 minutos a 121°C y 20 Ib/in®. La solucién se
guardo refrigerada a 4 °C.

A4.6. Solucién de cristal violeta 0.1 % m/v

Se peso6 0.1 g de cristal violeta (Sigma, St. Louis, EEUU), se disolvié en 100 mL de
agua destilada y esta solucidon se guardé en un frasco de vidrio color ambar bajo
refrigeracion a 4 °C.

A4.7. Solucién de hidréxido de sodio 0.02 N

Para preparar la solucién de hidréxido de sodio se llevé a ebullicion 1L de agua
destilada por 10 minutos, se guardé en un frasco con tapa y se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Posteriormente se pesaron 0.08 g de NaOH PM: 40 g mol™® (J.T.
Baker, Xalostoc, México) y se disolvieron en 100 mL de agua, y esta solucion se
guardo en un frasco de vidrio a temperatura ambiente.

A4.8. Solucién de hidréxido de sodio 1 N

Para preparar la solucién de hidréxido de sodio se llevo a ebullicion 1L de agua
destilada por 10 minutos, se guardé en un frasco con tapa y se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Posteriormente se pesaron 4.0 g de NaOH PM: 40 g mol™ (J.T.
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Baker, Xalostoc, México) y se disolvieron en 100 mL de agua, y esta solucién se guardé
en un frasco de vidrio a temperatura ambiente.

A4.9. Solucion de ampicilina 2.5 mg/ 3mL de NaOH 0.02 N

Se pesaron 0.0835 g de ampicilina (C16H19N304S, PM: 349.4 g mol™) y se disolvieron en
100 mL de NaOH (0.02N) dando una concentracion de la solucién de 2.4 mM ¢ 0.835
mg mL™. La solucién se esterilizé por filtracién con membranas de 0.22 um y se guardé
en un frasco de vidrio bajo refrigeracion a 4 °C.

A4.10. Solucion de ampicilina 8 mg/mL de NaOH 0.02 N

Se pesaron 0.8 g de ampicilina (C1sH1sN304S, PM: 349.4 g mol™) y se disolvieron en
100 mL de NaOH (0.02N) dando una concentracién de 22.8 mM 6 8 mg mL™. La
solucién se esterilizé por filtracion con membranas de 0.22 um y se guardd en un frasco
de vidrio bajo refrigeracion a 4 °C.

A4.11. Solucion de Benzo(a)pireno

Se pesaron 0.001 g de benzo(a)pireno (CxoH1s, PM: 254.3 g mol™) (Sigma, St. Louis,
EEUU) y se disolvieron en 10 mL de DMSO dando una concentracion de 3.93 mM 6
100 ng mL™ y se mantuvo en refrigeracién al abrigo de la luz.

A4.12. Solucién de 2-aminofluoreno

Se pesaron 0.01 g de 2-aminofluoreno (Ci13H1:N, PM: 181.23 g mol™) (Sigma, St. Louis,
EEUU), se disolvieron en 10 mL de DMSO dando una concentracion de 55.2 mM 6
1000 ng mL™ y se mantuvo en refrigeracién al abrigo de la luz.

A4.13. Solucion de amortiguadora de fosfatos

Se prepard una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.2 M, con un pH 7.4. Para
100 mL de PBS se pesaron 2.289 g de Na,HPO,4 (PM: 141.96 g mol™) y 0.5244 g de
NaH,PO, (PM: 119.98 g mol™) y se disolvieron con 80 mL de agua destilada, el pH se
ajustdé con NaOH 6 HCI 0.1 N segun se requerié y se afor6 a 100 mL. Dando una
concentracion final de 0.016 mol de HPO,? y 4.37 x 10 mol de H.PO, ™.

A4.14. Agar minimo de glucosa (GM)

Para preparar el agar minimo de glucosa se pesaron 7.5 g de agar bacteriolégico
(Merck, Darmstadt, Alemania) y se disolvieron en 300 mL de H,O destilada en un
matraz de 1L con tapon de algodon. Posteriormente se tomaron 10 mL de la solucion
de sales de Vogel-Bonner 50 X, se diluyeron con 90 mL de agua destilada, y se
colocaron en un frasco de vidrio. Finalmente, en otro frasco de vidrio se colocaron 10 g
de dextrosa anhidra y se le adicionaron 100 mL de agua destilada. Las tres soluciones
se esterilizaron en autoclave por 20 minutos a 121°C y 20 Ib/in®. Transcurrido el tiempo
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de esterilizacion, se complementé el agar adicionando las disoluciones de glucosa y de
Vogel-Bonner 50 X, se agitd suavemente para no formar burbujas de aire. La mezcla
se distribuy6 en cajas de Petri adicionando 30 mL de agar por caja. Las placas se
dejaron enfriar a temperatura ambiente hasta total solidificacion; una vez solidas se
invirtieron y después de una hora se almacenaron en refrigeracion a 4°C. La
suplementacién y vertido de placas se realiz6 en una zona aséptica.

A4.15. Agar Minimo de glucosa + biotina (Bio+)

Para preparar el agar minimo de glucosa + Bio+ se pesaron 7.5 g de agar
bacteriologico (Merck, Darmstadt, Alemania), se disolvieron en 462 mL de H,O
destilada en un matraz de 1L con tapon de algodon. La dilucidn de agar se esterilizé en
autoclave por 20 minutos a 121°C y 20 Ib/in?, transcurrido el tiempo de esterilizacién se
saco el medio y se le adicionaron 25 mL de solucion de glucosa al 40% m/v, 10 mL de
solucion Vogel-Bonner 50 X y 3 mL de solucion de Biotina 30 mM. Todas las
soluciones se esterilizaron previamente y precalentaron en horno de microondas antes
de la complementacion. La mezcla se agitdé suavemente y se distribuy6é en cajas de
Petri adicionando 30 mL de agar por caja. Las placas se dejaron enfriar a temperatura
ambiente hasta total solidificacién; una vez soélidas se invirtieron para permitir la
evaporacion del agua y después de una hora se almacenaron en refrigeracién a 4°C.
La suplementacion y vertido de cajas se realizdé en una zona aseéptica.

A4.16. Agar Minimo de glucosa + histidina (His+)

Para preparar el agar minimo de glucosa + His+ se pesaron 7.5 g de agar
bacteriolégico (Merck, Darmstadt, Alemania), se disolvieron en 461 mL de H,O
destilada en un matraz de 1L con tapon de algodon. La solucion de agar minimo se
esteriliz6 en autoclave por 20 minutos a 121°C y 20 Ib/in?, transcurrido el tiempo de
esterilizacion se saco el medio y se le adicionaron 25 mL de solucién de glucosa al
40% m/V, 10 mL de solucion Vogel-Bonner 50 X y 4 mL de solucion de histidina 0.5
mM. Todas las soluciones se esterilizaron previamente y precalentaron en horno de
microondas antes de la complementacién. La mezcla se agitO suavemente y se
distribuy6 en cajas de Petri adicionando 30 mL de agar por placa. Las cajas se dejaron
enfriar a temperatura ambiente hasta total solidificacion, se invirtieron y después de
una hora se almacenaron en refrigeracion a 4°C. La suplementacién y vertido de cajas
se realizd en una zona aséptica.

A4.17. Medio enriquecido (ME)

Para preparar el medio enriquecido se pesaron 7.5 g de agar bacteriolégico (Merck,
Darmstadt, Alemania), se disolvieron en 455.5 mL de H,0O destilada en un matraz de 1L
con tapdén de algodon. La dilucién de agar se esterilizd en autoclave por 20 minutos a
121°C y 20 Ib/in?, transcurrido el tiempo de esterilizacién se sacé el medio y se le
adicionan 25 mL de solucion de glucosa al 40% m/V, 10 mL de solucion Vogel-Bonner
50 X y 5 mL de solucién de histidina (2 g en 400 mL agua destilada), 3 mL de solucién
de biotina (0.5 mM) y 1.575 mL de solucion de ampicilina (8 mg/mL en NaOH 0.02 N).
Todas las soluciones se esterilizaron previamente en autoclave y precalentaron en en
horno de microondas antes de la complementacion, la solucion de ampicilina se
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esterilizo por filtracion usando membranas de nylon de 0.45 um. El medio enriquecido
se agito suavemente y se distribuyé en placas de Petri adicionando 30 mL de agar por
caja. Las placas se dejaron enfriar a temperatura ambiente hasta total solidificacion, se
invirtieron y después de una hora se almacenaron en refrigeracion a 4°C. La
suplementacién y vertido de placas se realiz6 en una zona aséptica.

A4.18. Medio completo sélido (NB)

Para preparar el medio completo solido se pesaron 7.5 g de agar bacteriolégico
(Merck, Darmstadt, Alemania) y 12.5 g de medio Oxoid No. 2 (Oxoid, Hampshire,
Inglaterra), y se disolvieron en 500 mL de H,O destilada en un matraz de 1 L con tapon
de algodén. El medio NB se esterilizé en autoclave por 20 minutos a 121°C y 20 Ib/in?,
transcurrido el tiempo de esterilizacion se sacé y se distribuyé en cajas de Petri
adicionando 30 mL de agar por caja. Las placas se dejaron enfriar a temperatura
ambiente hasta total solidificacién, se invirtieron y después de una hora se
almacenaron en refrigeracion a 4°C. El vertido de placas se realiz6 en una zona
aseéptica.

A4.19. Medio completo liquido (LB) + ampicilina

Para preparar el medio completo liqguido se pesaron 2.5 g de medio Oxoid No. 2
(Oxoid, Hampshire, Inglaterra) se disolvieron en 100 mL de H,O destilada en un matraz
de 250 mL con tapon de algoddén. El medio LB se esteriliz6 en autoclave por 20
minutos a 121°C y 20 Ib/in?, transcurrido el tiempo de esterilizacién se complementé
con 100 uL de solucién de ampicilina (2.5 mg en 3 mL de NaOH 0.02 N), previamente
esterilizada por filtracion en membranas de nylon de 0.45 um. El medio se distribuyo en
matraces de 50 mL adicionando en cada uno 20 mL. El medio distribuido se dejo
enfriar a temperatura ambiente y después se almacend en refrigeraciéon a 4°C. La
distribucion del medio LB se realiz6 en una zona aséptica.

A4.20. Agar de superficie (TOP)

Para el agar de superficie se pesaron 0.5 g de NaCl (J.T. Baker, Xalostoc, México) y
0.6 g de agar bacteriol6gico (Merck, Darmstadt, Alemania) se disolvieron en 100 mL de
agua destilada y se esterilizaron en autoclave por 20 minutos a 121°C y 20 Ib/in’ y a
continuacion se afiadieron 10 mL de la solucion histidina/biotina (0.5 mM). Una vez
afadida esta solucion se agitd ligeramente y se distribuyd en alicuotas de 2 mL. Para
ello, se emplearon tubos de cultivo 13 x 100 mm con tapon de rosca previamente
esterilizados. El agar contenido en estos tubos se fundié previamente al ensayo y se
mantuvo a 45 °C usando un multiblock (New Brunswick Scientific).

A4.21. Mezcla de la fraccion S9

El homogenizado de higado de ratén activado con Aroclor 1254 que contiene la
fraccion microsomal S9 se compro del laboratorio de mutagénesis del Dr. Javier
Espinosa del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. El homogenizado se
conservo bajo congelaciéon a -70 °C en un ultracongelador (Legaci, Ashville, NC,
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EEUU). En un matraz aforado de 10 mL se mezclaron 0.02 mL de una solucién de
MgCl, (0.4 M) y 0.02 mL de KCI (1.65 M), se adicionaron 0.0013 g de glucosa-6-
fosfato, 0.0030 g de NADP y 0.9 mL de amortiguador de fosfatos 0.2 M, pH 7.4, se
afor6 con agua destilada. Posteriormente se retiraron 500 pL de la solucion y se
adicionaron 500 pL de la fraccion S9 previamente descongelada, conservada en un
bafio de hielo y protegida de la luz. Finalmente la solucién se esterilizd por filtracion
mediante membranas estériles (Millex — GV, 0.22 um. Millipore, Bedford, MA, EEUU).
La solucién se conservé bajo refrigeracion 4 °C y después se mantuvo en un bafo de
hielo.
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