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RESUMEN

En este trabajo se estudic el efecto de la temperatura, la creatina, el afrecho y Ia tripsina en la formacion de
mutagenos en el malz expuesto a altas temperaturas hasta quemarlo, Este es un alimento de aito consumo en el
departamento de Antioquia, en donde se acostumbra prepararlo especialmente asado en arepas.

La activivad mutagénica se evalud con el test de Ames, con Salmonella typhimurium cepa TA98. £! maiz qguema-
do sin afrecho ni creatina solo presenté mutagenicidad directa (o sea, que no necesita transformacién quimica por
oxigenasas activadoras). Esto puede deberse a que e maiz no tiene la concentracion necesaria de precursores capaces
de producir, por interaccién con ef calor, cantidades apreciables de mutigenos indirectos. En cambio, cuando el maiz
se suplementd con creatina antes de asarlo, produjo afta mutagenicidad indirecta (solamente en presencia de oxigena-
5as activadoras contenidas en la fraccién microsomal 5-9). Esto indica que Ja creatina es un factor altamente potencia-
dor para formar mutégenos indirectos por interaccion con carbohidratos a altas temperaturas.

El afrecho disminuyé en un 10% la actividad mutagénica del maiz quemado. Esto podria deberse a que la fibra del
afrecho no destruida por la temperatura retiene irreversiblemente fos mutdgenos o inhibe parcialmente su formacion.
El tratamiento con tripsina aumenté varias veces fa mutagenicidad del maiz quemado suplementado con creatina.
Como expiicacion se sugiere que los aminoécidos glicina y arginina, si estan libres, interactian més eficazmente con los
otros precursores presentes en el alimento para formar mutagenos bajo catslisis térmica.

ABSTRACT

The corn (Zea mayz) roasted is one of the main food sources used for the Colombian population. The infiluence of
fiber, tripsyn and creatin in the mutagen formation on corn exposed to approximately 200°C was evaluated in the
Salmonella typhimurium TA-98 both with and without activation by enzymes contained in mammalian liver microso-
mal fraction (5-9). Our results demonstrated that enducted mutation without creatine was significative but weak only
without 5-3 and the corn suplemented with 5% of creatine before heating was highly rmutagenic with 5-9. The
frecuency of revertion was 30 to 60 times highler than the spontaneus revertion. These results show that the creatine
is essential for the production of indirect mutagens by interaction at high °T with nitrogen compounds and carbohidra-
tes. On the other hand, in the corn with bran treated at high °T we found less mutagenic effect. This may be due
either to irreversible retention of the mutagens formed or to a parcial inhibition in the mutagens formation by the
fiber. When we added tripsyn to corn and exposed it to hight °T we found an increasement of mutation in relation to
the absence of tripsyn. These resuits suggest that the amino acids glycine and arginine, will act to make easier the
interaction needed to cause a mutagens formation under thermic catalysis,

INTRODUCCION 1977, Higginson y Muir, 1979; Doll y Peto, 1981). La
] L deteccion de mutdgenaos en alimentos se inicié cuando
Por numerasos estudios epidemioldgicos se ha llegado  Kyratsune (1956) y Lijinsky y Shubik (1964) descubrieron

a conciuir que los factores de la dieta constituyen una la formacidn de hidrocarburos policiclicos arométicos oot
de.las causas mas importantes de cancer en humanos, mo el benzo (a) pireno, en bizcocho y carne pirolisados.
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se detectd la formacién de mutigenos en aminoacidos
y carnes expuestas a altas temperaturas. Hasta el presen-
te; se han aislado e identificado en diferentes alimentos
quemados 20 aminas heterociclicas mutagénicas (Mees-
ter, 1989). La mayoria de estos mutigenos son carciné-
genos en ratones (Ohgaki et al, 1984 y 1985) y en ratas
{Takayama et al, 1984; Tanaka et al, 1985). Ademds, se
ha observado que estas genotoxinas activan prooncogenes
en hepatocitos de ratas (Nagao et af, 1985),

La temperatura y la composicion de los alimentos son
factores decisivos en la formacién de mutagenos, espe-
cialmente el contenido de proteinas y creatina. A este
respecto, se ha cbservado que la adicion de creatina a
una salsa antes de su coccién incrementa en 40 veces
su actividad mutagénica (Nes, 1986). También se ha de-
maostrado, por medio de la produccién de mutagenos en
diferentes combinaciones de aminoécidos, creatina y
azucares expuestos al calor, que (a creatina es esencial
para la formacidn del anillo imidazo en los mutagenos
del tipo amincimidazoarenas (AlA) (Jgerstad et a/, 1983
y 1984; Negishi et al, 1984 y 1885; Jones y Wenbur-
gen, 1988, Knize et a/., 1991}

En los alimentos también se encuentran factores que
contribuyen a 1a disminucion de la actividad mutagénica
y tal es el caso de las fibras contenidas en el afrecho.
Takeuchi et al. (1988) observaron que dichas fibras retie-
nen los mutagenos.

Teniendo en cuenta que para prevenir la exposicion
a los carcindgencs es importante estudiar profunda-
mente las condiciones que contribuyen a la formacién
de estos agentes en alimentos, se hizo el presente es-
tudio sobre la produccion de mutigenos en el maiz
preparado en arepas asadas, y la influencia de la crea-
tina, el afrecho y algunos aminoécidos libres en la for-
macién de mutdgenos en dicho alimento.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

€l maiz entero y el trillado se adquirieron en un mis-
mo supermercado local. El benzo (a) pireno, el éxido 4
nitroquinolina {4-NQO), la creatina, la tripsina, el NADP,
la glucosa-6-fosfato y la resina XAD-2, en SIGMA, Chemi-
cal Company, USA.

Preparacién de extractos

Se prepararan diez (10) diferentes extractos de maiz
amarillo, con afrecho y sin él, de acuerdo con las siguien-
tes condiciones: a. Malz crudo sin tripsina y sin creatina;
b. Maiz quemado; c. Maiz quemado suplementado con
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creatina (5%); d. Maiz quemado tratado con tripsing; e.
Maiz gquemado suplementado con creatina y tripsina. Pa-
ra la obtencion de los extractos, el maiz se cocind hasta
quedar apropiado para moler. Las porciones scmetidas a
tripsina {5%) y/o creatina (5%} permanecieron durante 2
h con estas soluciones. Se armaron las arepas de igual
peso y tamafio que luego se expusieron a brasas de car-
bén (220°C) durante 20 min por un lado y 5 min por el
otro lado hasta la obtencion del material quemado, que
luego se triturd. De este material se tomaron 10 g, se
homaogeneizaron en metanol al 60% y se centrifugaran
a 9000 rpm a 49C. Este paso se repitid tres veces, Los
tres scbrenadantes se rotaevaporaron bhasta secarlos
completamente. El extracto seco se disolvié en agua des-
tilada. Luego se esterilizd por filtracion y se guardé a
-20°C hasta la realizacion de los ensayos mutagénicos.

Pruebas mutagénicas

La actividad mutagénica de los extractos se examind
por medio del test de Ames con Salmonella typhimu-
rium. En esta prueba se detecta mutacién reversible his-
a his* que se reconoce porque las bacterias his* crecen
en medio minime sin histidina. €l test se process de
acuerdo con las instrucciones de Maron y Ames {1883).
Se utilizd 1a cepa de 5. typhimurium TA98 por ser ésta
la mas sensible a las genotoxinas formadas en alimentos
por la accién del calor {Sugimura et al., 1976). En resu-
men, el procedimientoc es como sigue: Los cultivos bac-
terianos se dejan crecer durante 16 h en caldo nutritivo
OXO0ID 2. Luegp se adiciona en tubos estérifes (13 x 100
mm}, colocados en hielo, 0.50 ml de oxigenasas activa-
doras contenidas en la mezcla S9 (si no se desea act
vacidn, se agrega buffer), Después se agrega 0.10 mi de!
cultivo bacteriano, que tiene un nimero aproximado de
108 células. A continuacion se adiciona la dosis del ex-
tracto o de los controles y se preincuba a 379C durante
20 min. Luego se siembra en medic minimo sdlido (por
duplicado). Después de 48 h de incubacién a 379C, se
cuentan visualmente las colonias revertantes.

Todas las pruebas se hicieron en presencia y en au-
sencia de oxigenasas activadoras que se obtuvieron a
partir de la fraccién microsomal de higado de rata ma-
cho (Spragne Dawley), inducido con arochlor 1254 cinco
dias antes de sacrificar el animal. Para obteper la frac
cion microsomal, se homogeneizd el higado y luego se
centrifugd durante 10 min a 9000 rpm a 4°C. Unos mi-
nutos antes de procesar la prueba mutagénica se prepa-
ré la mezda $-9, que tiene la siguiente composicion por
mililitro: 0.56 ml de agua destilada; 0.10 ml de sobrena-
dante con la fraccion microsomal de higado; 0.02 ml de
MgCP 0.4M; 0.02 mi de KCI 165M; 0.10 ml de nicoti-
namida-adenina-dinucleétido-fosfato (NADP) 0.04M; 0.10



ml de glucosa-6-fosfato 0.05 M; y 0.10 ml de NaH2PO4
0.1M.

Controles

Como control positivo se usé el 2-amino fluoreno
{2AF) en una concentracion de 10 ug/caja. Este mutage-
no, por ser indirecto, sirve para comprobar la actividad
de las oxigenasas contenidas en la mezcla $-9. Como
control positivo para mutagenicidad directa (que no ne-
cesita activacidn) se utilizé oxido 4-nitroquinolina (4-
NQO} en una concentracién de 0.50 pg/caja. Come con-
trol negativo, se utilizaron los solventes dimetilsulféxido
(DMSO) y agua.

Seleccion de dosis

Para las pruebas de mutagenicidad se escogieron las
siguientes concentraciones de los extractos de maiz: 50,
25, 12 y 6 mg, equivalentes al peso del maiz quemado
utilizado para preparar el extracto. La seleccién de estas
dosis se hizo a partir de las mayores concentraciones no
toxicas. Como indicador de toxicidad se uso la viabilidad
bacteriana de cultivos tratados con diferentes concentra-
dones del extracto.

Se tomd como respuesta positiva {mutagénica) aque-
lia en la que los resultados mostraron incremento de mu-
tacién dependiente de la dosis y este incremento era re-
producible. También se adopté el criterio sugerido por la
Organizacibn Mundial de la Salud (Coulston y Dunne,
1880}. En este caso se considera que el resultado es po-
sitivo si el nimero de revertantes aumenta tres veces o
mas en relacidn con el control negativo. Se considera
mutagénesis débii o dudosa, si el aumento de revertan
tes sdlo supera ligeramente el nimero doble de mutacio-
nes del control.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra la actividad mutagénica de los di
ferentes extractos de maiz. Puede observarse que las
concentraciones de 50 y 25 mg del extracto de maiz
quemado sin afrecho ni creatina presentd mutagenicidad
directa (no necesita activacién), con un aumento de 5.12
veces fa mutagenicidad espontanea. También puede ver-
se en esta tabla y en las figuras 1 y 2 que el suplemento
con creatina potencid considerablemente la formacion
de mutigenos indirectos {que dependen de la activacién)
en todos los extractos de maiz.

La adicion de tripsina estimuld la formacién de muta-
genos especialmente en el maiz trillado, en el que au-
mentd la mutagenicidad hasta 3.3 veces con relacién al
maiz sin tripsina (fig. 2).

Al observar los datos de ia tabla 1 y la figura 2, tam-
bién puede notarse que el afrecho disminuyd notable-
mente la actividad mutagénica de los extractos de maiz
quemado. Por ejemplo, la mutagenicidad del maiz con
afrecho quemado, suplementado con creatina (QC), dis-
minuyd hasta en un 50% en relacidn con el maiz sin
afrecho, pero la disminucion legé hasta un 81% en los
extractos de maiz con afrecho quemado suplementado
con creating y tripsina (QCT), al comparar su efectividad
mutagénica con los extractos de maiz sin afrecho.

En la figura 3 se presenta el efecto de ocho con
centraciones de la mez¢la 5-9 (0.25, 0.50, 0.75, 1.00,
1.25, 1.50, 1.75 y 2.00 ml/caja) sobre la mutagenici-
dad de 50 mg de extracto de maiz entero o trillado
quemado y suplementado con creatina (QC). Tanto en
el maiz con afrecho como en el trillado (sin afrecho),
se observd un incremento de la induccién de mutacio-
nes dependiente de la dosis de la mezcla 9. Por cada
0.50 mi de 59 aumentd la actividad mutagénica en
unas cnco veces,

DISCUSION

En este trabajo se observé que las altas concentracio-
nes examinadas (50 y 25 mg/caja) de exiracto de maiz
triliado quemado sin creatina, produjeron efecto mutagé-
nico en ausencia de actividad metabdlica. En cambio, no
se observé mutagenicidad indirecta (dependiente de la
activacidn con oxigenasas) en ninguno de los extractos
de maiz quemado sin suplementar con creatina. Estos
resultados pueden explicarse a la luz de la composicién
del maiz. Debe tenerse en cuenta que las proteinas y la
creatina scn los elementos mas importantes para la for-
macién de potentes mutdgenos indirectos en alimentos
expuestos a altas termperaturas y que el maiz séio tiene
hasta 10% de proteinas {ICA, comunicacion personal) y
carece de creatina. En cambio, contiene hasta 83% de
almiddn. Por tanto, es razonable concluir que el maiz no
contiene la concentracidn ni la calidad apropiada de los
precursores capaces de producir mutagenos indirectos
por la accién del calor, y que los mutdgenos directos que
se formaron en muy pequenas cantidades (puesto que
s6lo se alcanzaron a detectar en las rmuestras con las
mayores concentraciones del extracto), posiblemente re-
sultaron como subproductos de la descomposicién térmi-
ca de los carbohidratos del maiz expuestos a temperatu-
ras mayores de 200°C. Esto puede sustentarse con e
hallazgo de Nishi et al. (1989) quienes observaron que
uno de los subproductos por pirdlisis de los carbohidra-
tos, el furfural {2-furancarboxialdehido), produce dasto-
genicidad en las céiulas de hdmster V79 en ausencia de
activacidbn metabdlica. El furfural también produjo muta-
genicidad en Salmonefla TA100 sin la mezcla 59 (2dzie-

Enero/lunio, 1993



Tabla 1. Numero de mutaciones re'versib!es,'caia producidas en Salmonella typhimurium TA28 tratada
con diferentes concentraciones de extractos de maiz entero y trillado, en diversas condiciones,

con activacidon metabdlica y sin ella.

Numero de revertantes por tratamiento por caja
Concentracidn def extracto en mg/caja *

Condiciones Tipo 50 12 6 H:0

maiz + - + - + . + - +
Crudo Entero 39 33 48 24 a4 28 42 36 3 24

Trilado 49 35 47 32 48 29 39 33 26 22
Quemado Enterg 38 48 40 40 43 36 52 25 36 36

Trillado 22 143 27 128 26 3 32 23 24 23
Quemado con Entero 151 38 319 33 603 31 760 27 30 33
Creatina Trillado 327 30 497 33 1251 16 1546 21 24 23
Quemado con
Creatina y Entero 193 37 378 21 1404 25 1121 19 22 23
tripsirja Trillado 810 62 1652 28 2030 19 2134 17 26 20
Quemado con Entero 28 50 23 36 30 27 29 14 22 23
tripsina Trillado 36 112 33 77 44 22 38 23 24 19

* Las concentraciones estan dadas en & equivalente al peso del material seco original. El (+) indika que se agregaron enzimas activadoras {$-3) al
tratamiento y el {} indica que se agregd buffer. EN nimero de revertantes es el promedio de tres experimentos independientes cada uno sembrado
por duplicado. En todos log experimentos se utilizd como control positivo 2-aminofluoreno (2AF) a una concentracién de 10 gg/caja y se obtuvo un
promedio de 1935 revertantas por caja cuando se le agregd B-8 y sélo de 34 por caja cuando se usd buffer.

nicka et af, 1978) y clastogenicidad en las células de
hamster chinc (CHO) (Stich et al., 1981).

Umano y Shibamoto {1984} hallaron que el almi-
don, cuando se calienta, produce 2-hidroxi-3-metil-2ci-
clopenteno-1-ona y maltol, los cuales al calentarse con
amonio presentan actividad mutagénica. Shibamoto
{1980) y Shibamcto et a/. {1981) postularon que el
almidon se degrada por accién del calor y da lugar a
la produccién de cetonas y aldehidos, los cuales reac-
cionan con compuestos nitrogenades hasta formar
mutdgenos.

Es posible que la mayocria de fos mutsgenos directos
formados en el maiz guemado sin creatina se hayan per-
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dide durante la preparacidn de los extractos, debido qui-
zas a que la metodologia empleada en el presente expe-
rimento no era la apropiada para retenerlos. Para no
caer en una conclusion falsa y negativa y para conocer
mejor el riesgo real que implica el maiz quemado, es
necesario hacer nuevos estudios mutagénicos del maiz,
empleando una diferente metodologia de extraccion.

Con el suplemento del 5% de creatina, el maiz que-
mado produjo alto efecto mutagénico indirecto, hasta de
60 veces la mutagenicidad espontdnea. Estos resultados
demuestran una vez mas que la creatina es el mas po-
tente precursor para formar mutdgenos indirectos por
interaccién a altas temperaturas con proteinas y/o carbo-
hidratos. Esto ha side demostrado por varios investigado-
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res. Por ejemplo, Kikugawa y Kato (1987) encontraron
que la carne del marisco sepia o jibia, que contiene pe-
quenas trazas de creatina menores que 0.01 mg/g, no
presenta mutagenicidad significativa después de quemar-
la a 200°C; en cambio, las carnes del pez llamado boni-
to, la del atin vy la de res, gue contienen entre 4y 5
mg/g de creatina, presentarcn alta mutagenicidad al
asarlas a altas temperaturas. También se ha demostrado
gue los mutdgenos producidos con creatina contienen el
anillo imidazo y son del tipo aminoimidazoarenas (AlA),
tales como 1Q, MelQx y DiMelQx (Kasai et af., 1981;
Felton et al., 1984; Knize et al., 1985).

La adicion de tripsina al maiz quemado suplementado
con creatina, aumento significativamente la actividad
mutagénica de estos extractos. Este aumento podria atri-
buirse a que los aminodcidos lisina y arginina, cuando
quedan fibres por la hidrélisis de la tripsina, interactdan
mas facilmente con los demds precursores para formar
los mutagenos bajo la catalisis térmica. Se notd ademas
que el afrecho reduce la formacion de mutdgenos en el
maiz quemado, hasta en un 50%. Dicha disminucion po-
dria explicarse asumiendo que la fibra interfiere las inte-
racciones necesarias para formar los mutédgenos o que
no se haya quemado totalmente la fibra, y quedan resi-
duos capaces de retener mutagenos. Takeuchi et al.
(1988} encontraron que el salvado de maiz refinado po-
see Una efectiva capacidad para adsorber dinitropireno,
ademas de varios tipos de mutagenos pirolisados. El me-
canismo de retencion no ha sido todavia esclarecido aun-

que Barnes et al. reportaron en 1983 que la unién in
vitro del IQ al salvado de trigo se debid a un mecanismo
de intercambic de cationes; y Moretoni y Mutai (1986)
también reportaron que la union del trp-P-2 a una fibra
del maiz dependia del pH.

En este trabajo se encontré que en el maiz quema-
do suplementado con creatina la mutagenicidad dismi-
nuyé drasticamente a medida que se usaban las mas
altas concentraciones de extractos, aunque éstas no
fueran toxicas. Por ejemplo, con 50 mg de extracto
por caja, la mutagenicidad disminuyd hasta en 89% al
comparar con el efecto mutagénico alcanzado con do-
sis de 12 y 6 mg/caja. Esto puede deberse a que en
altas concentraciones de extractos también aumenta la
cantidad de compuestos inhibidores de las enzimas; o
a que aumentan las genotoxinas contenidas en el ex-
tracto, lo que conduce a una inhibicién alostérica ne-
gativa, por la unién de muchas moiéculas a la enzima
y se disminuye entonces la rata de la reaccion. Estas
hipdtesis fueron sustentadas en el presente trabajo al
demostrarse que el efecto mutagénico de una concen-
tracion constante de sustrato se incrementa intensa-
mente con el aumento de las oxigenasas activadoras
contenidas en la mezcla 59. Teniendo en cuenta (o
anterior, se sugiere que la concentracién de enzimas
activadoras puede ser uno de los factores que inciden
para que la respuesta mutagénica presente gran varia-
bilidad en los diferentes organismos expuestos a la
misma dosis de un genotdxico.
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