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Vi. Resumen

En México la mayoria de las botanas comerciales y de mayor consumo son elaboradas
a base maiz nixtamalizado o de trigo por lo que su valor nutricional es considerado bajo
debido a su alto grado de procesamiento. S6lo una pequefia cantidad de reportes se han
centrado en la seguridad en contaminantes de las botanas o snack elaboradas a base de
maiz. Las AF se han identificado en el campo, cosecha, transporte, almacén y en alimentos
de animales y humanos, y producen muchos dafios como hemorragias, vomitos,
inmunodepresion, son mutagenas y cancerigenos conocidos, y causan malformaciones en
fetos y son abortivas. En México se han desarrollado legislaciones para regular el limite
permitido de AF presentes en harina de maiz nixtamalizado mediante la NOM-247-SSA1-
2008 la cual indica que el limite maximo de AF son 12 ug kg?. Con la recopilacién vy el
analisis de datos obtenidos con el experimento se logro identificar y cuantificar las AF totales
en muestras de botanas de maiz de la Ciudad de México de las aflatoxinas AFB1, AFB2,
AFG1, AFG2, AFM1, AFM2, AFP1, y AFL, por el método de cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC). Aungue las cantidades por gramo, en algunas ocasiones son bajas, ya
as AFt totales por ingerir un paquete de botanas suben en cantidades de riesgo. El promedio
de los tipos de AF mas altos son AFG2 y AFM2 que no son cancerigenos y aunque algunas
muestras no rebasen los limites de tolerancia legales en México, las AF se uneny producen
aductos con el ADN, ARN y proteinas, y causan mutaciones y cancer. El consumo continuo
de estas botanas elaboradas a base de maiz podria considerarse riesgoso para la salud
debido a las altas cantidades de AF que contienen.



Vii. Abstract

Most of the commercial and most consumed snacks in Mexico are elaborated with or
without lime in maize, or wheat, with low nutritional value due to its processed degree. There
are few reports on the security of contaminants in maize snacks. Aflatoxins act in the field,
storage, warehouses, transportation, balanced feeds for animals or human foods. Aflatoxins
produce bleedings or hemorrhages, vomits, diarrhea, immunosuppression, they are
recognized mutagens and carcinogens and also produce malformations in fetuses,
abortions, and miscarriages. The Mexican legislation to regulate aflatoxin tolerance level 12
ug kg1, in maize flour is NOM-247-SSA1-2008.

The identification of the 4 basic aflatoxins (AFBi1, AFB2, AFGi, AFG2) and 4
hydroxylated metabolites (AFMi1, AFM2, AFPi, Aflatoxicol (AFL)) and the HPLC
guantification in maize snacks in Mexico were obtained. Although the total aflatoxins
guantities per gram seem to be low, when you obtain them per package they are
significative. The highest averages were AFG2 and AFM: that are not carcinogenic even if
they surpass the tolerance limits. Aflatoxins link to DNA, RNA and proteins forming adducts
that are the active carcinogens. The continuous consumption of these maize snacks can be
a risk due to the high amount they have per package.
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1. INTRODUCCION

Las botanas (snacks) son alimentos consumidos como aperitivos entre comidas o en
reuniones sociales para satisfacer temporalmente el apetito. En México la mayoria de las
botanas comerciales y de mayor consumo son elaboradas a base de harinas refinadas de
maiz nixtamalizado o de trigo por lo que su valor nutricional es considerado bajo debido a
su alto grado de procesamiento. Ademas, tienen aditivos para alargar su tiempo de anaquel,
como antioxidantes y colorantes sintéticos (Fernandez-lbarra et al., 2018).

Los productores de botanas van desde empresas grandes, medianas y pequefas.
Algunos cuentan con marca comercial, otros maquilan para empresas mas grandes. Los
grandes productores de botanas abarcan poco mas de 80% del mercado mexicano, el resto
se reparte entre los pequefios y medianos comerciantes, que pueden tener una venta mas
local o regional.

Rios (1989), clasificd en siete grupos los productos tipo botana de acuerdo con el proceso
al que eran sometidos, en la tabla 1 se presenta dicha clasificacion:

Tabla 1. Clasificacion de botanas de acuerdo con su proceso de fabricacion.

Proceso Botanas
Frituras Papas fritas, zanahoria frita, platano frito, derivados de papa,
chicharrén de cerdo, frituras de harina
Extruidos Pellets de harina, corn-chips, extruidos de masa: corn-chips,
collets
Troquelados Botanas de tortilla
Recubiertos Extruidos compuestos, cacahuates recubiertos
Explotados Palomitas de maiz
Tostados Cacahuates, habas, almendras, semillas de calabaza, semillas
de girasol, garbanzos
Horneados Pretzels

El mercado de las botanas en México ha crecido un 40,6% en los ultimos 5 afos, de
29.484 millones MXN, en el 2007, a 41.459 millones MXN en el 2012. Siendo dos grandes
empresas las que concentran el 90% del mercado nacional, en primer lugar, el grupo
Sabritas, filial de PepsiCo, que tiene una participacion del 69,7%, en tanto que Barcel,
propiedad de la panificadora mexicana Grupo Bimbo, tiene el 20,3% del mercado nacional.
El 10% restante es para Bokados, propiedad de Arca Continental, con fuerte presencia en
el norte del pais, asi como pequefios y medianos productores independientes (INEGI 2009).
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2. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes.

2.2. Aflatoxinas

Las Aflatoxinas (AF) se descubrieron en 1960 cuando se import6 pasta de cacahuate
de Brasil hacia Inglaterra y murieron 100,000 pavos.

La palabra aflatoxina deriva del hongo productor de toxinas: Aspergillus flavus de
donde se tomoé la A del género y las primeras tres letras, fla, de la especie (flavus) y el
término complementario, toxina, deriva del latin toxicus, de toxicum, ‘veneno’.

2.2.1. Hongos productores

Las AF son micotoxinas producidas por cepas toxicogénicas de diferentes hongos,
principalmente por tres especies de la seccion Flavi: Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus y Aspergillus nomius (Abarca et al., 2000). Otros hongos productores son las
especies relacionadas, A. nomius y A. niger (Cornejo & Villarroel, 2007)

Se han detectado en diferentes cultivos: en el campo, cosecha, transporte, almacény
en alimentos de animales y humanos. Las AF producen muchos efectos secundarios
adversos como hemorragias internas, inmunodepresioén, y se consideran origen del cancer,
ya que son mutagenos reconocidos, que producen mutaciones puntuales, con efecto
hepatotoxico y teratdégeno, pues producen malformaciones multiples en el desarrollo fetal
(Bogantes- Ledezma et al., 2004).

Se pueden encontrar de modo natural en un gran nimero de productos agricolas
utilizados como materias primas en la preparacion de alimentos para humanos y animales,
gue incluye granos, cereales, frutas frescas, frutos secos, nueces, semillas oleaginosas y
lacteos 0 como contaminantes y residuos téxicos de los productos en las explotaciones
zootécnicas (leche, huevos, carnes) (Requena et al., 2005).

2.2.2. Tipos de Aflatoxinas

Las AF se encuentran dentro de las principales micotoxinas, existen
aproximadamente 20 tipos diferentes, sin embargo, la AFB1, AFB2, G1 y G2 son las que se
encuentran comunmente en alimentos, principalmente en granos y frutos secos; mientras
que las AFM1 y M2 son derivados metabdlicos de las AFB:1 y AFB2 respectivamente, estas
se excretan en la orina y leche de mamiferos que han consumido alimentos contaminados.
La AFM1 excretada en la leche de vaca tiene propiedades toxicas similares a las de la AFB1,
ademas se ha documentado que AFB1 y AFM1 son mas téxicas y cancerigenas que las
otras (Londofio & Martinez., 2017).
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2.2.3. Hidroxilados de aflatoxinas.

La AFM:1 es uno de los principales metabolitos hidroxilados de AFBs, tiene alta
potencia cancerigena y esta clasificada como probable causa de cancer en humanos, por
lo que se clasifica en el grupo 2B de la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC) (Caloni et al., 2006).

Cuando el higado de mamiferos recibe a la AFB1 requiere eliminarla por su toxicidad,
y las hace solubles en agua al afiadirle un grupo OH-, para eliminarlas por orina o leche. De
la AFB:1 se forman otros metabolitos, como el aflatoxicol (18 veces menos toxico que la
AFB1) y la AFB2a (no toxica). La concentracion de AFM:1 en la leche variara segun la
concentracion de AFB:1 en la racion, la cantidad y duracion del consumo de alimento
contaminado y el estado de salud del animal. También debera considerarse que las
concentraciones de AFM1 variaran segun el sistema metabdlico del animal, o que provoca
que las concentraciones de AFMi en la leche varien, de un dia para otro y de una
produccion de leche a la siguiente (Gimeno, 2004).

2.2.4. Propiedades fisicoquimicas de las AF (OPS, 1983)

Las AF son cristales sélidos de color blanco al amarillo, sin olor, sin sabor e incoloros,
son poco solubles en aguay solubles en solventes organicos (metanol, cloroformo, acetona,
acetonitrilo y dimetilsulféxido). Tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de aflatoxinas y sus metabolitos (OPS,1983).

AF Formula Peso Puntode  Absorcidén UV (€)° Emision de Referencias
molecular molecular fusién (°C) 360-362 nm fluorescencia (nm)

B1? C17H1206 312 269-269 21,800 425 Asao et al.,1965.

B> ? C17H1406 314 286-289 24,000 425 Chang et al., 1963

G1? C17H1207 328 244-246 17,700 450 Asao et al., 1965

G:? C17H1407 330¢ 237-240° 17,100 450 Hartley et al., 1963.

My ? C17H1207 328 299 21,250 (357nm) 425

M2 ? C17H1407 330 293 22,900 (357nm) - f Holzapfel et al., 1966

Pib C16H1006 298 >320 11,200 (267 nm) — Dalezios et al., 1971.
14,900 (342 nm) Blchi et al., 1973

Q.? C17H1207 328 ---€ 17,500 (366 nm) --f Masri et al. 1974 a,b

AFL C17H1406 314 230-234¢ 14,100 (325 nm) 425 Detroy & Hesseltine,1970

a. El coeficiente de absorcion molar de las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 se obtuvo de Rodricks et al. (1970) y el
correspondiente a las aflatoxinas M1y M2 se Stubblefield et al. (1972).

b. La P indica los productos fendlicos de la O-desmetilacion de la aflatoxina B1.

c. Compuestos en metanol, salvo la aflatoxina P1 disuelta en etanol. Los datos sobre coeficientes de absorcion molar de
otros picos y las caracteristicas de la absorcion ultravioleta de las AF en otros solventes en los trabajos originales.

d. Datos de Butler (1974).

e. No disponible.

f. Fluorescencias violeta de AFM: y amarillo-verdosa de AFP1y AFQ: notificadas en los trabajos originales.
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Las AF en solucion son sensibles a la luz, se descomponen en el aire, oxigeno,
soluciones alcalinas o de acidos suaves y se nombran segun el color de la fluorescencia
gue emana con luz UV de onda larga B1, B2, G1y G2, se nombran por su color fluorescente
bajo la luz ultravioleta (B: "blue"- azul y G: "green"- verde) (Novoa & Diaz, 2006).

Las especies de Aspergillus flavus originan las AFB1 y AFB2, y A. parasiticus que
produce 4 las AFB y AFG.

2.2.5. Estructuras

En la figura 1 se muestra la estructura de las AF (Novoa & Diaz, 2006). Las AF son
cumarinas ligadas a una unidad bifurano mas un anillo de pentanona (AFB) o lactona (AFG)
(Steyn et al., 1980).

OH

AFL °  AFP4

Figura 1. Estructura quimica de las aflatoxinas (Carvajal, 2013).
2.2.6. Importancia de las aflatoxinas en la salud humana

Las AF son frecuentes en alimentos y se acumulan en los acidos nucleicos y
proteinas, producen efectos toxicos agudos, en corto tiempo, o crénicos a largo plazo
después de acumularse por meses o0 afios, siendo estos ultimos los mas comunes (Martinez
et al., 2013).

Se han reportado tanto la presencia de Aspergillus flavus como de AF en el maiz en
estudios de Estados Unidos de América, China, India y México. En la India, se han
encontrado altas cantidades, de 6.25 y 15.6 mg/kg de maiz, que provocan hepatitis aguda
(Lindner, 1995).
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En 1974, en la India, se documentaron 108 casos de dafio por AF, donde los nifios
desarrollaron cirrosis al consumir 0.25 y 15 mg/kg de AF en maiz de su dieta. El sindrome
de Reye, con encefalitis y degeneracion grasa de visceras en nifios, se asoci6é con la
ingestion de AF (Krishnamachari, et al., 1975).

En México, hay reportes sobre masa, maiz y la nixtamalizacidén, pero unos pocos sobre
botanas de maiz y sus AF contaminantes, pese a su alto consumo.

En Lagos, Nigeria se reportaron mohos aflatoxigénicos y AF en 25 bocadillos de maiz,
mani, nueces, coco, Y trigo, vendidos en la calle. El trabajo muestra que el 68 % de los
refrigerios estaban contaminados con AF, el 75 % de los snacks a base de cacahuate, el
80 % de trigo y el 100 % con base de maiz (Ezekiel et al., 2012).

2.3. Exposicion a las aflatoxinas

Se considera exposicién aguda cuando se consumen niveles de AF altos en periodos
de tiempo muy cortos, en la intoxicacidn por AF se observan lesiones hepaticas como
coagulos, fragilidad capilar, hemorragia, tiempos prolongados de coagulacién y membranas
ictéricas (Santos, 1999).

En la exposicion crénica, los alimentos contaminados tienen bajos niveles de AF por
debajo del limite maximo permitido, pero como se almacenan, también este hecho es
motivo de preocupacion, ya que el efecto del dafio sobre el ADN es acumulativo en el
genoma humano (Yunus et al., 2011).

2.4. Legislaciéon

En México se han desarrollado legislaciones para regular el limite permitido de AF
presentes en cereales para consumo humano y animal mediante la Norma Oficial Mexicana
NOM-188-SSA1-2002, la cual indica que el limite maximo permisible de AF en cereales es
de 20 ug kg, en el caso de observarse concentraciones desde 21 y hasta 300 ug kg, el
cereal Unicamente podra utilizarse para consumo animal, de acuerdo con el Apéndice
Normativo A (NOM-188-SSA1-Diario Oficial de la Federacion 2002), mientras que la NOM-
247-SSA1-2008 aporta las especificaciones sanitarias e indica que el limite maximo de AF
en harina de maiz nixtamalizado y masa para tortillas en 12 ug kg* (NOM-247-SSA1-Diario
Oficial de la Federacién 2008).
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3. OBJETIVOS
3.1. General
3.1.1. Conocer la cantidad de aflatoxinas presentes en botanas de maiz.
3.1.2. Especificos
Realizar un muestreo representativo.
Validacion del método.

Andlisis quimicos de las AF de las muestras.

4. METODOLOGIA
4.1. Muestreo

Se compraron 34 paquetes de botanas o muestras de diferentes marcas elaboradas
a base de maiz, las cuales contenian otros ingredientes susceptibles de contener AF. Las
muestras se obtuvieron de tiendas y centros comerciales de la Ciudad de México, en la
Figura 2 se presentan las muestras con sus nombres comerciales, marca, peso y contenido
del paquete, ingredientes con posibilidad de contener AF y fotografia de su empaque del
ano 2023. Tabla 3.
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Figura 2. Muestras de botanas elaboradas a base de maiz, marca, peso del paquete
e ingredientes con riesgo a tener AF.
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Tabla 3: Nombre, marca, peso del paquete e ingredientes con riesgo de tener

Aflatoxinas.
N° | Nombre de botana Marca Peso (g) Ingredientes
por paquete
1 Cheetos torciditos Sabritas, 559 Quesos, chile, harina fina de maiz, cebada, soya, leche.
2 Doritos 3D. Sabritas 509 Harina de maiz nixtamalizado, queso, chile, leche, soya,
cebada.
3 Runners. Barcel 62 g Harina de maiz, leche, polvo de chile, huevo, cacahuate, soya
4 Chipotles Barcel 559 Harina de maiz, leche, chile chipotle ahumado, soya, huevo,
cacahuate.
5 Takis fuego Barcel 709 Harina de maiz, soya, leche, huevo, cacahuate, chile.
6 Crujitos, Sabritas 429 Harina de maiz nixtamalizado, queso, crema, soya, leche,
cebada, chile.
7 Churrumais. Sabritas 569 Harina de maiz nixtamalizado, chile, leche, soya, cereales.
8 Rancheritos Sabritas 589 Harina de maiz nixtamalizado, chile, cebada, soya, leche.
9 Fritos Sabritas 60g Harina de maiz nixtamalizado, chile, leche, soya, cereales.
10 Tostachos, Barcel 659 Harina de maiz, mezcla de chile, soya, leche, huevo,
cacahuate.
11 | Solchesitos Sol 100 g Cereal, jarabe de maiz, queso, chile en polvo, soya, leche,
. cacahuate, ajonjoli.
12 | Churritos Mi carrito de 759 Harina de maiz, leche, soya, otros cereales.
la esquina
13 | ACT Il cheese flavour ACT Il 90g Palomitas, queso cheddar en polvo, crema, leche, soya.
14 | Tostitos Xtra Flamin Hot| Sabritas 2409 Maiz nixtamalizado, leche, soya, cebada.
15 | Popcorn white cheddar | WISE 184 g Maiz palomero, queso polvo, cacahuates, nueces, soya, leche.
16 | Salmas horneadas SANISSIMO 414 g Harina de maiz blanco nixtamalizado.
17 | Totopos con frijol Milpa Real 300 g Harina de maiz, nixtamalizado, frijol, ajonjoli.
18 | Tostadas con tajin MISSION 200 g Harina de maiz, nixtamalizado, polvo tajin.
19 | Churrumaiz flamas Sabritas 185¢ Harina de maiz nixtamalizado, queso, soya, leche, cebada.
20 | Cheetos poffs Sabritas 110¢g Sémola y jarabe de maiz, queso, cebada, leche en polvo, soya.
21 [Tostadas horneadas SANISSIMO 240¢g Harina de maiz blanco nixtamalizado
22 |POP karameladas Barcel 90g Maiz palomero, jarabe de maiz, soya, leche, huevo, cacahuate.
23 | ACT Il caramelo ACT Il 175¢ Maiz palomero, leche, soya
24 |Tostadas con nopal Sefior Cactus 200 g Harina de maiz nixtamalizado, nopal.
o5 Nopalia KUA 175¢ Soya, harina de maiz, nixtamalizado, proteina de leche, ajonjoli
nopal.
26 SUSALIA Alimentos 2009 Harina de maiz nixtamalizado
Susalia
27 ACT Il Deli X ACT Il 150 g Maiz palomero, chocolate, harina de maiz, leche, soya, huevo,
nueces
28 | Totopos tricolor La costefia, 280 ¢ Harina de maiz nixtamalizado
29 |Palomitas Slim pop Slim Pop 110¢g Maiz palomero, chile guajillo, pimentones seco y dulce.
30 | Totopos Del Hogar 320 g Harina de maiz nixtamalizado, ajonjoli.
31 | Nopalia churros de nopal| KUA 200 g Chile, harina de maiz nixtamalizado, nueces, soya,
cacahuates, nopal.
32 | Doritos dinamita Sabritas 160 g Maiz nixtamalizado, quesos, leche, soya, cereales
33 | Totopos con linaza. Milpa Real, 300 g Harina de maiz nixtamalizado, ajonjoli negro, nopal
34 | Veggi chips Nature’s heart 142 g Aceite de girasol alto oleico
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4.2. Validacion el método

La validacion del método es un criterio importante para realizar mediciones
confiables y se consideraron los criterios de Linealidad (curvas de calibracion), Limite de
deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ), Porcentaje de recuperacion, selectividad.

4.2.1. Linealidad. Curvas de calibracion.

Para disolver a la AF, se inyectdé 1 mL de una solucion de benceno con acetonitrilo
(98:2 vlv) al vial con cada estandar puro de AF (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1, AFMz,
AFP1, AFL) de Sigma (AOAC, 2006).

Para medir 1000 ng de cada AF, se toma una cantidad al azar de AF disuelta, se
coloca en un vial ambar con 1 mL de metanol HPLC y se mezcla en un agitador orbital
(Vortex G-560, Bohemia, N.Y., EEUU) por 30 seg. Se mide la absorbancia con un
espectrofotometro (Genesys 10uv Thermo Electron Corporation, USA). Para calibrar el
equipo de utilizé como blanco una celda de cuarzo con 1 mL de metanol HPLC (Tecsiquim
SA de CV) que se us6, para evitar que la absorbancia del solvente interfiera con la
absorbancia de la solucién estandar. En una segunda celda de cuarzo se agrega 1 mL de
la solucion estdndar de cada AF por separado, y se introduce en el espectrofotometro a una
absorbancia de 325-362 nm segun la AF. Se obtuvieron 7 concentraciones de 1 pg mL (=
1000 ng), una de cada estandar de AF pura empleando la siguiente ecuacion:

Absorbancia de AF x Peso molecular de la AF

Concentracion (ug/mL) = — .
Coeficiente de extincipon de la AF
Después se saco la inversa de x (1/x), para preparar una solucién stock de 1 pg mL-*
(= 1000 pL) en MeOH, de cada AF para realizar las concentraciones seriadas. Se
implemento la siguiente férmula:

3= uL de AF en solucion estandar

De la solucion base 6 stock de 1000 pL se obtuvieron 7 concentraciones con base 10
en 7 viales: 100 ng, 10 ng, 1 ng, 0.5 ng, 0.1 ng, 0.05 ng y 0.01 ng.

Se toman 100 pL de la solucion anterior y se completa con 900 uL de metanol HPLC
para llevar el volumen a 1000 pL.

Todas las concentraciones se evaporan a 40 °C en un horno (Novatech BTC 9100,
Guadalajara, Jal. México) durante un dia, luego se derivatizan, para aumentar la
fluorescencia (Kok, 1994), y se inyectan al cromatografo de liquidos 6 HPLC.
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4.2.2. Parametro de Limites de Deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ).

ElI LOD es igual a la concentracion del analito (AF) que proporcione una sefial 3 veces
superior a la sefial del ruido. Es la cantidad minima de analito que puede ser detectada,
aungue no necesariamente cuantificada con precision y exactitud. EI LOQ es igual a la
concentracion de analito (AF) que proporcione una sefal 10 veces superior a la sefial del
ruido (Cruz-Rueda, 2016). Corresponde a la cantidad minima de analito que puede
determinarse cuantitativamente con una adecuada exactitud y precision.

4.2.3. Porcentaje de recuperacion.

Es la cantidad de AF recuperada de una muestra adicionada y sometida al método
analitico completo, nos permite evaluar la eficiencia del método entero y se expresa como
porcentaje. Para su realizacion se fortificaron 1 g de muestra con 50,100 y 200 ng de AFB4,
AFB2, AFG1, AFG2, AFM1, AFM2, AFP1, y AFL, por separado, y se les aplico el método
completo. Para conocer la cantidad de estandar de AF que se iba a agregar a la columna
de inmunoafinidad, se calcul6 con la siguiente férmula:

mL*xV1
ﬁ = V2
Donde:
5 mL es la cantidad del extracto de la muestra a tomar.
1000 ng mL* es el estandar de AF.
V1 es la concentracion de AF a recuperar (50. 100 0 200 ng mL™%).
V2 es la cantidad total que se tomara del estandar de AF y que sera pasada por la
columna de inmunoafinidad.

El porcentaje de recuperacién se obtuvo utilizando la ecuaciéon de cada una de las
rectas presentadas en las curvas de calibracion, donde Y representd el area de las
muestras, m a la pendiente y x al valor de la concentracion, quedando la siguiente ecuacion:

y o area de las muestras

x 0 % de recuperaciéon = , * 100
m o pendiente

Después de haber obtenido su area (L) y concentracion, se hizo un ajuste al 100%
para conocer la cantidad recuperada de las AF en las muestras que se detectaron en el
analisis quimico. Este criterio es de suma importancia ya que nos permite realizar el ajuste
de concentracion de AF en las muestras y asi obtener los resultados reales de las mismas.
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4.2.4. Selectividad.

Para obtener la selectividad de la validacion de AF en botanas de maiz, se seleccioné la pareja
de picos con menor resolucién cromatografica en este caso AFM: y AFL. La selectividad (a) se
define como el cociente de las constantes de reparto de 2 compuestos que eluyen muy cerca.
Representa la capacidad de la fase moévil con la fase estacionaria de lograr separar esta pareja e
influye directamente sobre la resolucion (Rs). Se calcula con la formula:

tr,2 —t0
xX= ——————
tr,1 —t0
Donde:
to es tiempo de retencién basal.
tr2 es tiempo de retencion del segundo pico.
tr1 es tiempo de retencion del primer pico.

La resolucion cromatografica (Rs) es la medida cuantitativa del grado de separacion
logrado entre dos picos, se cuantifica con la formula:

tr,2 —tr, 1
Rs = ( )

2 (wh,1+wb,2)
Donde:
tr2 es tiempo de retencion del segundo pico.
tr1 es tiempo de retencion del primer pico.
Wb,1 €S el ancho de la banda del primer pico.
Wp,2 €S el ancho de la banda del segundo pico

Depende de la selectividad, la eficiencia y la retencion de los compuestos en estudio,
se considera una separacién aceptable de los dos componentes cuando esta resolucion es
mayor a uno (Rs>1).

4.3. Andlisis quimico de las Aflatoxinas

Las AF se purificaron y concentraron con columnas de inmunoafinidad (Easi-Extract
Aflatoxin, R-Biopharm Rhéne LTD) con anticuerpos monoclonales anti-aflatoxinas totales
especificos ligados a agarosa, que purifican y concentran las AF, y forman un complejo
antigeno-anticuerpo, el resto de los compuestos de la muestra se eliminan con ayuda de
agua destilada. Una vez capturada la muestra se eluye de la columna con metanol HPLC y
se pasa al cromatografo para cuantificar las AF. Este método tiene un porcentaje de
recuperacion del 97 al 100%, y es el mas preciso.
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4.3.1. Extraccion quimica de Aflatoxinas de botanas de maiz
Se implementé el método R —Biopharm (2021):

1. Se pesaron 50 g de muestra en una balanza granataria y 5 g de cloruro de sodio (J.T.
Baker NaCl & SIGMA NacCl) y se vaciaron en una licuadora resistente a solventes de
1 L de capacidad (Waring Commercial Mod. MX1200XT31)

2. Se anadieron 100 mL de metanol (J.T. Baker) al 80% y se molieron a alta velocidad
por 2 minutos.

3. Serepartio la mezcla en dos tubos Falcon de 50 mL c/u y se centrifugaron a 4000 rpm
durante 10 min (ALC 4235 Cool Working System, Milan, lItalia), se recuperd el
sobrenadante de los tubos y se depositaron en frascos de vidrio, se etiquetaron y
refrigeraron.

4. Para la extraccion se utilizaron 20 mL de PBS ajustada a un pH de 7.4 para
acondicionar las columnas de inmunoafinidad.

5. Para el filtrado se tomaron 5 mL de sobrenadante de cada muestra y se vacio en un
tubo Falcon de 50 mL, con 20 mL de PBS y se paso por el agitador orbital (Vortex G-
560, Bohemia, NY, EEUU.) por 10 seg.

6. Se pasaron los 25 mL a través de la columna de inmunoafinidad por gravedad para
que las AF se fijaran al gel de agarosa.

7. Selavo la columna con 20 mL de PBS a un flujo de aproximadamente 5 mL por minuto.

8. Por ultimo, se eluyeron las AF de la columna a una velocidad de flujo de 1 gota por
segundo usando 1.5 mL de metanol HPLC al 100%, se afiadi6 1.5 mL de agua
destilada y se genero reflujo para romper y desnaturalizar el gel de agarosa y asi
pasen al eluido las AF unidas al gel. El eluido se recogi6é en un vial de vidrio ambar de
3 mL para evitar que la luz dafie las AF’s, posteriormente se secaron todos los viales
a 40 °C en un horno (Novatech BTC 9100, Guadalajara, Jal. México) durante dos dias.

4.3.2. Derivatizacion

Las muestras secas se resuspendieron con 200 pL de acetonitrilo y para aumentar su
fluorescencia se adicionaron 800 pL de solucién derivatizante, se preparé con 5 mL de
acido trifluoroacético (J.T. Baker USA) + 2.5 mL de 4cido acético glacial (Merck, Naucalpan,
México) + 17.5 mL de agua desionizada, para obtener la concentracion final de la solucion
derivatizante de 20% (v/v), se agité la mezcla en un agitador orbital (Vortex G-560, Bohemia,
N.Y., EEUU) por 30 seg.

Los viales con la solucién derivatizante se pusieron a bafio maria por 10 min a una
temperatura de 65 °C, (Akiyama et al. 2001, Kok, 1994). Se retiraron del bafio maria y se
llevaron a una temperatura ambiente para posteriormente inyectar 200 pL en un inserto
dentro de un vial &mbar de 1.5 mL y se colocaron dentro del cromatografo de liquidos,
donde se mide por triplicado cada muestra, la aguja toma 60 uL en cada inyeccion.
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4.3.3. Cromatografia de liquidos
4.3.3.1. Fase movil

En un recipiente de vidrio ambar se colocaron 650 mL de agua destilada, 200 mL de
acetonitrilo y 200 mL de metanol HPLC y se llevé a un volumen de 4 L, se pasaron de litro
en litro por el desgasificador por 35 minutos en un matraz volumétrico de 1000 mL.

4.3.3.2. Cuantificacién de AF por cromatografia de liquidos

El analisis de los extractos obtenidos de cada muestra se llevé a cabo en un equipo
HPLC (serie 1200) con un auto muestreador (G1329A serie DE64761666), una bomba
isocratica (G1310A serie DE62957044), detector de fluorescencia (G1321A serie
DE60456380), todos de la marca Agilent Technologies y una columna cromatografica
Agilent VDS pher 100 C18-E 5 ym, 150 x 4.6 mm. Se corri6é el programa ChemStation 32
para HPLC.

4.4. Andlisis Estadistico

Se realizaron las pruebas de Kruskal-Wallis, como método para determinar si existen
diferencias significativas entre dos a mas grupos independientes de datos. La prueba no
paramétrica permitio identificar y comparar las diferencias existentes entre las
concentraciones de AF de cada muestra.

La prueba de Dunn es una prueba post hoc que se utiliza para comparar las diferencias
entre multiples grupos en datos no parametricos. Se utiliza tras rechazar la hipotesis nula
de la prueba de Kruskal-Wallis, indicando que existen diferencias significativas entre al
menos dos grupos.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Validacién del método

Con la recopilacion y el analisis de datos obtenidos con el experimento, se comprobd
gue el método de deteccion y cuantificacion de AFB1, AFB2, AFGi1, AFG2, AFM1, AFMz,
AFP1y AFL en las muestras de botanas de maiz de la Ciudad de México por el método de
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) cumple con los requisitos para el
andlisis de las muestras.

5.2. Linealidad
A partir de los resultados obtenidos en los cromatogramas para cada repeticion de AF,

se obtuvieron las curvas de calibracion, donde se tomé en cuenta el tiempo de retencion de
cada AF para poder obtener el Area, el limite de LOD y LOQ.
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Tabla 4. Rangos de limites de deteccion para cada AF de acuerdo con las pruebas de
linealidad.

Aflatoxina | LODng g* Rango de Tiempos R?
de Retencion (min)
AFB:1 0.01 8.7060 a 9.4000 1.0000
AFB:2 0.05 18.5833 a 18.8056 0.9989
AFG1 0.01 9.0240 a 9.3473 0.9988
AFG:2 0.05 7.0030 a 7.1036 0.9998
AFM1 0.05 2.9020 a 3.0240 0.9917
AFM:2 0.05 20.2080 a 22.4470 0.9946
AFP1 0.01 18.1267 a 18.3720 0.9898
AFL 0.01 4.4483 a 4.5223 0.9997

De la Figura 3 a la Figura 10 se presentan las curvas de calibracion para cada AF, para
conocer la linealidad de cada recta se calcul6 el parametro de regresion lineal de cada recta
y el coeficiente de correlaciéon (R?). De la Tabla 5 a la Tabla 12, se muestran las
concentraciones con su respectiva area y tiempo de retencion para cada AF.
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5.2.1. Curva de calibraciéon de AFB:

Se muestran las concentraciones usadas para calcular la curva de AFB:1 (Tabla 5),
tomando en cuenta Unidades de Luminiscencia y Tiempo de Retencion de 7
concentraciones, cada una por triplicado, sin embargo, solo se reportan los valores
promedios de las tres repeticiones para elaborar el grafico (Figura 3).

Tabla 5. Curva de calibracion de AFB;

Concentracion (ng mL?) | Area (uL) | Tiempo de Retencion (min)
100 56.8715 8.406
10 9.1923 8.551
1 4.6285 9.32666667
0.5 4.2182 9.21533333
0.1 4.1402 9.22233333
0.05 4.3353 9.27933333
0.01 4.2248 9.400

60

50

40

30 y =0.5275x + 4.1012

RZ=1

Area (UL)

20

10

0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (ng mL-1)

Figura 3. Curva de calibracion de AFB1



25

5.2.2. Curva de calibracién de AFB»

Las concentraciones usadas para calcular la curva de AFB:2 (Tabla 6), tomando en
cuenta Unidades de Luminiscencia y Tiempo de Retencion de 5 concentraciones, cada una
por triplicado, sin embargo, solo se reportan los valores promedios de las tres repeticiones
para elaborar el grafico (Figura 4).

Tabla 6. Curva de calibracion de AFB»

Concentracion (ng mL?) | Area (uL) | Tiempo de Retencién (min)
100 1711.1437 18.6560
1 86.8992 18.8057
0.5 52.7755 18.8000
0.1 15.0444 18.7690
0.05 8.4421 18.5833

1800

1600

1400

1200

1000

Area (UL)

800 y =16.778x + 33.774

2 _
€00 R*=0.9989

400

200

0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (ng mL-1)

Figura 4. Gréfica Curva de calibracion de AFB2
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5.2.3. Curva de calibraciéon de AFG:

Las concentraciones usadas para calcular la curva de AFG: (Tabla 7), segun
Unidades de Luminiscencia y Tiempo de Retencion de 3 concentraciones, cada una por
triplicado, sin embargo, solo se reportan los valores promedios de las tres repeticiones para
elaborar el gréafico (Figura 5).

Tabla 7. Curva de calibracion de AFG:

Concentraciéon (ng mL™) | Area (uL) | Tiempo de Retencion (min)
100 2.8572 9.3473
0.1 2.4256 9.0240
0.05 24311 9.0560
0.01 2.4421 9.0850

2.9

2.85

2.8

2.75

2.7

2.65 y =0.0042x + 2.4328

R? = 0.9989

Area (UL)

2.6
2.55
2.5
2.45

2.4
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (ng mL-1)

Figura 5. Gréafica Curva de calibracién de AFG:
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Las concentraciones usadas para calcular la curva de AFG: (Tabla 8), por Unidades
de Luminiscencia y Tiempo de Retencidon de 3 concentraciones, cada una por triplicado,
solo se reportan los valores promedios de las tres repeticiones (Figura 6).

Tabla 8. Curva de calibracion de AFG:

Concentracién (ng mL?) Area (UL) |Tiempo de Retencién (min)
100 4.2328 7.0393
10 0.5273 7.0030
0.1 0.2022 7.0367
0.05 0.1839 7.1037

4.5

3.5

Area (UL)
N
%

N

1.5

0.5

Figura 6. Gréfica Curva de calibrac
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Concentracion (ng mL-1)

i6on de AFG>

y = 0.0406x + 0.1687
R? = 0.9997
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5.2.5. Curva de calibracion de AFM;

Las concentraciones usadas para calcular la curva de AFM: (Tabla 9), tomando en
cuenta Unidades de Luminiscencia y Tiempo de Retencion de 6 concentraciones, cada una
por triplicado, sin embargo, solo se reportan los valores promedios de las tres repeticiones

para elaborar el grafico (Figura 7).

Tabla 9. Curva de calibracién de AFM;.
Concentracion (ng mL"") Area (pL) Tiempo de Retenciéon (min)
0.05 0.4250 3.024
0.1 0.6360 2.941
0.5 0.6960 3.008
10 2.4360 2.935
20 3.2960 2.971
40 6.4950 2.920

—_
-
-]
N—r
c 4
o y = 0.1465x + 0.6053
<L 3 R*=0.9917
2
1
0
0 5 10 15 20 30 35 40 45

Concentracion (ng mL?)

Figura 7. Gréfica Curva de calibracion de AFM;
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5.2.6. Curva de calibraciéon de AFM;

Las concentraciones usadas para calcular la curva de AFM: (tabla 10), tomando en
cuenta Unidades de Luminiscencia y Tiempo de Retencion de 4 concentraciones, cada una
por triplicado, sin embargo, solo se reportan los valores promedios de las tres repeticiones
para elaborar el grafico (Figura 8).

Tabla 10. Curva de calibracién de AFMo.

Concentracién (ng mL"") Area (pL) Tiempo de retencién (min)
0.05 0.146 20.208
0.5 0.16 22.447
2 0.5 20.544
64 38.9 20.966
100 73.412 20.905
128 90.17 20.844
120
100 .
80
-
3 60
© y = 0.7539x - 2.3681
L R? = 0.994
T 40
20
0
60 80 100 120 140
-20 .
Concentracion (ng mL?)

Figura 8. Gréafica Curva de calibracién de AFM>
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5.2.7. Curva de calibracién de AFP1

Las concentraciones usadas para calcular la curva de AFP1 (Tabla 11), tomando en
cuenta Unidades de Luminiscencia y Tiempo de Retencion de 4 concentraciones, cada una
por triplicado, sin embargo, solo se reportan los valores promedios de las tres repeticiones
para elaborar el grafico (Figura 9).

Tabla 11. Curva de calibracién de AFP;

Concentracion (ng mL?) | Area (uL) | Tiempo de Retencion (min)
10 3.8575 18.1267
1 2.7505 18.3720
0.5 2.5672 18.3257
0.01 2.4670 18.2680

18
16
14

12
y =0.1341x + 2.5248

2 _
10 R*=0.9898

Area (UL)

4 M
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (ng mL-1)

Figura 9. Gréafica Curva de calibracién de AFP1
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5.2.8. Curva de calibracién de AFL

Las concentraciones usadas para calcular la curva de AFL (Tabla 12), tomando en
cuenta Unidades de Luminiscencia y Tiempo de Retencion de 3 concentraciones, cada una
por triplicado, solo se reportan los valores promedios de las tres repeticiones (Figura 10).

Tabla 12. Curva de calibracién de AFL

Concentraciéon (ng mL™) | Area (uL) | Tiempo de Retencion (min)
10 13.9158 4.4727
1 3.5181 4.4930
0.5 1.7590 4.4483
0.01 0.8540 4.5223

16

14

12

10
y = 1.2605x + 1.3847

R?=0.9897

Area (UL)
(o]

0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (ng mL-1)

Figura 10. Grafica Curva de calibracién de AFL
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5.3. Limite de deteccién

Se establecio en relacién con el ruido en el cromatograma. El limite de deteccién
(LOD) es igual a la concentracion de aflatoxina que da una sefial que es tres veces mayor
gue el ruido. El limite de cuantificacion (LOQ)es igual a la concentracion de aflatoxina que
da una sefal que es diez veces mayor que el ruido (Cruz-Rueda, 2016).

Tabla 13. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) para cada AF.

Aflatoxina LODng gt LOQng gt
AFB1 0.01 0.1
AFB>2 0.05 0.5
AFG: 0.01 0.1
AFG:2 0.05 0.5
AFMy 0.05 0.5
AFM:2 0.05 0.5
AFP1 0.01 0.1
AFL 0.01 0.1

5.4. Porcentaje de recuperacién

El método de extraccion presenta un porcentaje de recuperacion del 85.8 al 100%
para las 8 AF, esto quiere decir que el método fue eficiente. La Tabla 14 muestra los
datos del porcentaje de recuperacion en las botanas de maiz.

Tabla 14. Datos del experimento de Porcentaje de recuperacion.

Aflatoxina | Contaminacién | Concentracion | Concentracion de % de
basal de AF (ng mLY) | AFrecuperada |recuperacion
(ng mL)

AFB1 0 9.9 8.6 86.4
AFB: 0 9.9 8.5 85.8
AFG:1 0 9.9 8.7 87.5
AFG2 0 9.9 8.7 87.8
AFM1 0 50 49.93 100
AFM2 0 200 196.4 98
AFP1 0 50 48.87 98
AFL 0 50 48.05 96

5.5. Selectividad

Se obtuvo una selectividad de 1.8998 lo que nos indica que el método analitico
empleado es eficiente.
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_ (20.845 —19.821)

= 20360 — 19821 _ 8998

Como el resultado fue 1.8998 que es mayor a 1se considera que es correcto.
La resolucion lograda fue de 1.7309:
(20.845 — 20.360)

Rs = 7 = 1.7309
5 (0.200939 + 0.523795)

La cual se considera una separacion aceptable de los dos componentes sin
sobreposicion de areas de los picos.

5.6. Validacion

Los resultados con los diferentes parametros de recuperacion (Linealidad, LOD,
Porcentaje de recuperacion, selectividad fueron correctos.

5.7. Resultados de AF en botanas de maiz.

Aunque las cantidades de AF por gramo, en algunas ocasiones son bajas, ya las AFt
por paquete suben en cantidades de riesgo. El promedio de los tipos de AF mas altos son
AFG2 y AFM2 que no son cancerigenos pues no tienen la doble ligadura en el primer furano,
esto es benéfico, dado que Eaton et al. (1994) establecen en la ruta de transformacion de
las AF, que los tipos AFG2 y AFM2 no se convierten nuevamente en AFG1 y AFM.

El problema es, aunque algunas 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).

En aquellos productos que en su empaque dicen tener chile, o derivados lacteos, en
muchas ocasiones son pigmentos artificiales y naturales, lo que dificulta saber el origen de
las AF. Las cantidades por paquete son extremadamente altas y habria que tener cuidado
con su ingestion. Hay productos mas limpios de AF como la muestra M1 (Cheetos
torciditos), M2 (Doritos 3D), M4 (Chipotle), M8 (Rancheritos), M9 (Fritos), M15 (Popcorn
White cheddar), M18 (Tostadas con tajin), M20 (Cheetos Poffs). La mas limpia es M6
(Crujitos) con ingredientes normalmente con AF, y sali6 en cero lo que puede indicar que al
producto le incorporan en su fabricacion posiblemente a glucomananos para bloquear las
AF, dado que los aluminosilicatos no estan aprobados por FDA para la ingestién por
humanos. Los glucomananos no tienen efecto dafino y de hecho ayuda a bloquear las AF.
La M19 (Churrumaiz Flama, de Sabritas) el paquete de 185 g fue la muestra mas
contaminada con 14,496.6 ng por paquete.



Tabla 15. Ocho AF en botanas de maiz.

Aflatoxinas (ng g %)
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Muestra

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
M34
Promedio

AFB1

<LOD

<LOD

o O O o

<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
0.01
0.01
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

AF bésicas
AFB: | AFG:
<LOD 0
0 0
0 0
<LOD <LOD
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
<LOD 0
<LOD <LOD
0 0
0 0
<LOD <LOD
<LOD <LOD
<LOD <LOD
0 <LOD
0 <LOD
<LOD <LOD
0.01 0
0.02 0
<LOD 0
<LOD <LOD
<LOD <LOD
<LOD <LOD
0 <LOD
0 <LOD
<LOD 0
<LOD <LOD
<LOD <LOD
0 0
0.01 <LOD
0.01 <LOD
<LOD <LOD

AFG2

0

o/ o0 O O o

0
<LOD
0
0
<LOD
0.1
0
0
0.02
0.5
0.06
0.02
77.00

0.1

7.20
<LOD
<LOD

0.08

0.10

0

0
<LOD
<LOD

0.05

0

2.48

AFM1

0

0

0
<LOD

0

0

0

0

0
<LOD

0.6

O 0O 0 OO0 00 0o o o o

11.42
0.72
5.00

0

0

0
0.73
22.00

0
0.03

0

1.20

<LOD
0
1.22
0
1.79
0
1.24
0
<LOD
2.11
3.44
2.14
1.93
0.80
<LOD
8.99
4.66
<LOD
2.39
<LOD
2.34
3.83
4.02
4.02
2.06
2.58
2.83
3.71
3.43
1.59
3.37
0.52
2.93
2.73

2.08

AF hidroxilados
AFM:

AFL
0

0.01
<LOD

0.01
<LOD
<LOD

<LOD

0.01

0.01

0
0

<LOD

AFP1

O 0O 0O 0000 o o o

o

<LOD

O 0O 0O 00O 0O 0O 0O 0O 0O OO0 OO0 OO0 o o oo

o

<LOD

AFt
ng g+t

0.06
0.00
1.22
0.01
1.80
0.00
1.24
0.04
0.04
2.16
4.04
2.24
1.93
0.75
0.04
9.52
4.72
0.06
78.36
0.04
241
3.86
4.02
22.63
2.80
7.61
291
3.82
3.44
2.32
24.95
0.56
3.01
2.74

5.75

AFtng g*
por
paquete
3.3

0
75.6
0.55
126

69.44
3.32
2.4
140.4
404.0
168
173.7
180
7.4
3,941.3
2,416
12
14,496.6
4.4
578.4
347.4
703.5
4,526
490
1,522
436.5
1,069.6
378.4
742.4
4,990
89.6
903
389.1
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Tabla 16. Concentracién de hidroxilados (ng g*) de AF en 1g de muestra de botana de
maiz.

AF Hidroxilados (ng g™%) AFt por
Muestra AFM1 AFM2 AFL AFP1 AFt paguete
M1 0 0.04 0 0 0.04 2.2
M2 0 0 0 0 0 0
M3 0 1.22 0 0 1.22 75.6
M4 0.01 0 0 0 0.01 0.6
M5 0 1.79 0.01 0 1.80 126
M6 0 0 0 0 0 0
M7 0 1.24 0 0 1.24 69.4
M8 0 0 <LOD 0 <LOD 0.12
M9 0 0.04 0 0 0.04 2.4
M10 0.04 2.11 0 0 2.16 140.4
M11 0.57 3.44 0 0 4.01 401.0
M12 0 2.14 0.01 0 2.15 161.3
M13 0 1.93 <LOD 0 1.93 173.7
M14 0 0.75 0 0 0.75 180
M15 0 0.01 0 0 0.01 1.84
M16 0 8.99 0 0 8.99 3,721.9
M17 0 4.66 0 0 4.66 1398
M18 0 0.03 0 0 0.03 6
M19 0 2.39 0.01 0 2.39 442.2
M20 0 0.04 <LOD 0 0.04 4.4
M21 0 2.34 <LOD 0 2.34 210.6
M22 0 3.83 0 0 3.83 344.7
M23 0 4.02 <LOD 0 4.02 703.5
M24 11.42 4.02 0 0 15.43 3,086
M25 0.72 2.06 0 0 2.78 486.5
M26 5.00 2.58 0 0 7.58 1516
M27 0 2.83 0.05 0 2.83 424.5
M28 0 3.71 0 0 3.71 1,038.8
M29 0 3.43 0.01 0 3.43 37.7
M30 0.73 1.59 0 0 2.31 739.2
M31 21.56 3.37 0 0 24.92 4,984
M32 0 0.52 0 0 0.52 83.2
M33 0.03 2.93 0 0 2.96 88
M34 0 2.73 0 0 2.73 387.7
Promedio 1.18 2.08 0.001| 0.0001| 3.26

Las muestras M16 (3,721.9 ng g1), M 24 (3,086 ng g1), M28 (1,038.8 ng g!) y M31
(4,984 ng g) tuvieron cantidades altas de hidroxilados de AF, de los cuales no hubo AFP1
y el AFL que seria el mas peligroso, estuvo en cantidades traza. La M 31 tuvo cantidades
altas de AFM1 (21.56 ng g!) que ya causarian una mutacion.
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5.8. Andlisis Estadisticos
5.8.1. Prueba de Kruskal-Wallis.

La estadistica de Kruskal-Wallis es una prueba no paramétrica que se utiliza para
determinar si existen diferencias significativas entre dos o mas grupos independientes de
datos ordinarios. Es similar a la prueba ANOVA unidireccional, pero se puede utilizar
cuando los datos no cumplen con los supuestos de normalidad y varianzas iguales. La
prueba implica clasificar los datos de todos los grupos juntos, calcular la suma de las
clasificaciones para cada grupo y utilizar estos valores para calcular la estadistica de
prueba. El valor p resultante se puede utilizar para determinar si existe una diferencia
significativa entre los grupos.

La expresion del estadistico de Kruskal-Wallis es:

[ zk:R"z 3(N +1
NN+ D Ly W+1)
=
dénde:

- N es el nimero total de observaciones.

- k es el nimero de grupos.

- n_i es el nUmero de observaciones en el i-ésimo grupo.
- R_i es la suma de rangos en el i-ésimo grupo

5.8.2. Prueba de Dunn

La prueba de Dunn implico realizar multiples comparaciones por pares entre grupos,
utilizando un método basado en rangos para calcular la estadistica de prueba y el valor p.
La prueba tuvo en cuenta el problema de las comparaciones multiples ajustando los valores
p utilizando un método de correccién, como la correccion de Bonferroni. Los valores p
resultantes se utilizaron para determinar qué grupos fueron significativamente diferentes
entre si.

La expresion del estadistico de la prueba de Dunn es:

t Ri—R
- SE

dénde:

- R, and R, son los rangos medios de los dos grupos que se comparan.
- SE es el error estandar de la diferencia entre los dos rangos medios, calculado como:
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o NN+1) 1 1
T G
doénde:

- N es el numero total de observaciones.
- ni y nj son los tamafos de muestra de los dos grupos que se comparan.

Como correccion para pruebas multiples utilizamos el método de Storey, que se basa
en la tasa minima de descubrimiento falso (FDR) a la que una prueba determinada se
considera significativa.

Para los datos de 34 muestras diferentes, cada una con tres repeticiones, obtuvimos
la prueba de Kruskal Wallis para ver si existen diferencias en los niveles de ocho AF. Los

resultados se muestran a continuacion.

Tabla 17. Resultados prueba Kruskal Wallis..

AF Estadistica df p-valor
AFB1 73.7 33 0.00006
AFB: 43.6 33 0.1030
AFG1 42.9 33 0.1170
AFG2 49.6 33 0.0316

AFL 51.0 33 0.0238
AFP1 48.3 33 0.0419
AFM1 39.7 33 0.1970
AFM2 60.4 33 0.0025
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AFB1

En el caso de AFBs, la prueba inicial de Kruskal-Wallis indica que existe una diferencia
significativa entre los grupos. Sin embargo, cuando se realizan comparaciones multiples
corrigiendo multiples pruebas, ninguna de las comparaciones mantiene significancia.

La grafica que muestra el comportamiento de las muestras segun las mdultiples

pruebas sin correccion puede ser Util para visualizar patrones de datos, pero no debe usarse
para inferir significancia estadistica.

La letra a significa que las muestras son estadisticamente iguales.

2.54
c albpcd
a
2.0
c cd
a
| c

1.5+ c

afb1
11+
I]_ a

ab¢

c - -
abc
1.01 dq ab ~d5$°

abc
0.51

ac —a ¢
ol 35131111¢T§ &

1234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334
muestras

Figura 11. Prueba de Kruskal-Wallis para AFB1.

El hecho mas importante es que las muestras que no tienen la letra a son
estadisticamente diferentes de cero.

AFG2

En el caso de AFGg, los resultados corregidos por FDR muestran que todas las

muestras con concentraciones diferentes a cero son iguales, lo que significa que hay
presencia de la aflatoxina o no.
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muestras

Figura 12. Prueba de Kruskal-Wallis para AFG:.

Aflatoxicol
3 a
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1.51
a
_1.07
© m 1
- a
0.5 a a
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D0 = o b e e —— — ¢ _____ bl — —— — — e ———

1234567 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334
muestras

Figura 13. Prueba de Kruskal-Wallis para Aflatoxicol .

Los resultados corregidos por FDR muestran que todas las muestras con
concentraciones diferentes a cero son iguales, significa que hay presencia de la AFL o no.

AFP;

Para AFP1, al corregir por comparaciones multiples no encontramos diferencias, la
gréafica representa los datos no corregidos. Toda muestra que no tenga la letra 'd' puede
considerarse diferente de cero.
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123 456 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334
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Figura 14. Prueba de Kruskal-Wallis para AFP: .

AFM:2

Nuevamente, la correccion para pruebas multiples hace que ninguna de las pruebas por
pares sea significativa, por lo que presentamos los datos sin correcciones. La conclusion
mas importante es que las muestras 17 y 28 son diferentes de cero.
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Figura 15. Prueba de Kruskal-Wallis para AFMz.

Finalmente presentamos las gréficas correspondientes a AFB2, AFG1 y AFMa.
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Figura 16. Prueba de Kruskal-Wallis para AFB-.
No se pusieron letras como encabezados porque no hay una diferencia significativa.
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Figura 17. Prueba de Kruskal-Wallis para AFG;.

34

41



AFM1

I u)1 I

O

42

123456 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031323334

muestras

Figura 18. Prueba de Kruskal-Wallis para AFM; .
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6. CONCLUSIONES

. Se logro identificar y cuantificar las AF en muestras de botanas de maiz de la Ciudad
de México

Los ingredientes reportados en el empaque son en su mayoria productos artificiales,
pigmentos sintéticos y no corresponden a productos naturales, porque no aparecen
las AF correspondientes en cada muestra.

El consumo continuo de estas botanas elaboradas a base de maiz podria
considerarse riesgoso para la salud debido a las altas cantidades de AF que
contienen ya por paquete.

La muestra 34 (Veggi Chips) no esta elaborada a base de maiz y pese a estar
elaborada de frutas y aceites, contiene cantidades de AF bastante elevadas.

Los Churrumais flamas (M19) resultaron ser la botana mas contaminada con
aflatoxinas, las cantidades de AFt es de 14,496.6 ng por paquete. Podemos concluir
gue presenta un riesgo al consumidor y un aporte importante de cancerigenos de
alimentos.

. Todos los empaques coincidian con el peso reportado e incluso algunos contenian
mas producto del que marcan en su envoltura.

. Con excepciéon de las M24 Tostadas con nopal y M31 Nopalia, churros de nopal,
ninguna contiene cantidades importantes de productos lacteos, lo que quiere decir
gue las botanas que dicen contener queso en realidad les agregan saborizantes
artificiales.

Es importante conocer qué cantidad de estas botanas se consume desde edad
temprana hasta adultos, pues es un riesgo para la salud.
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