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RESUMEN

La leche y los productos lacteos son alimentos con un alto valor nutritivo
pero también susceptibles de contaminacion y principales vehiculos de
introduccion de aflatoxina M; (AFM,) en la dieta, ya que no es destruida por los
tratamientos convencionales térmicos de pasteurizacion o esterilizacion usados
en la industria lactea para higienizar estos productos, y asi puede estar presente
en yogurt, queso, leche deshidratada y otros productos lacteos. La International
Agency for Research on Cancer (IARC) de la OMS, ha categorizado la AFM;

como carcinogénica y toxica para humanos en el Grupo 1.

En este trabajo se analiz6 la presencia de AFM; en leche y productos de
base lactea comercializados en el area metropolitana de Monterrey, N.L.,
Meéxico, y se evaluad el consumo de estos productos susceptibles de
contaminacion por AFM; en la poblacion por grupos de edad, asi como el indice

de riesgo carcinogénico.

En el primer muestreo se analizaron 84 muestras por la técnica ELISA,
de las cuales 20 fueron leche pasteurizada y 64 con proceso térmico UHT, de las
cuales 48 fueron leches con presencia de grasa butirica y 16 producto lacteo con
presencia de grasa vegetal. Las leches pasteurizadas presentaron un 100% de
presencia de AFM;, con una media de 0,39 ug/L y un 20% de las muestras por
encima de lo que establece la NOM-243-SSA1-2010 (0,5 ug/L), mientras que de
los productos UHT, todas mostraron presencia de AFM,, siendo la leche que
contiene grasa butirica la que en promedio se encontrd dentro de la NOM con
0,45 ug/L y un 38% de las muestras sobre el limite marcado por la NOM,
mientras que el producto lacteo mostré un promedio de 0,66 ug/L y un 69% de

las muestras por encima de lo que establece la NOM.

En el segundo muestreo se analizaron 162 muestras de leche, incluyendo
leche bronca (n = 51), féormula infantil (n = 55), leche deshidratada (n = 15) y

leche y producto lacteo UHT (n = 41), colectadas en supermercados y analizadas
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por extraccion en columnas de inmunoafinidad con anticuerpos monoclonales y
cuantificadas mediante HPLC con detector de fluorescencia. Con el objetivo de
determinar la ingesta promedio diaria de AFM; por grupos de edad y poder
establecer el indice de riesgo carcinogénico se utilizé la encuesta ENSANUT-
2012 correspondiente a Nuevo Ledn, aplicando la férmula descrita por Kuiper-

Goodman (1994).

De las 51 muestras de leche bronca analizadas, 16 de éstas resultaron
positivas (31%), obteniéndose 2 muestras (4%) por encima del limite maximo
que establece la NOM y una media de 0,07 ug/kg. De las 55 formulas infantiles
analizadas, 11 de éstas mostraron resultados positivos a la presencia de AFM,,
mostrando todas valores por encima de lo que establece el Codex Alimentarius
(0,025 ug/kg) y una media de 0,04 ug/kg. De las 15 muestras de productos
deshidratados, 12 fueron leche (con grasa butirica) y 3 producto lacteo (con
grasa vegetal), con una media de 0,13 ug/L y 10 de éstas tuvieron presencia de
AFM,. De las 41 muestras UHT, 27 fueron leche y 14 producto lacteo, con una
media de 0,30 ug/L y 26,8% de las muestras con niveles de AFM; por encima de
lo establecido por la NOM.

Seglin los datos obtenidos de la ingesta promedio diaria de AFM; por
grupos de edad, se observd que los nifios de edades comprendidas entre recién
nacidos y edad escolar (0 - 11 afios) fue el grupo poblacional que presento los
niveles mas elevados de ingesta de AFM,, ya que en este grupo se encuentran
los lactantes cuya principal dieta hasta los 6 meses es a base de leche materna o
bien leches maternizadas, presentando niveles de ingesta de AFM; (4,40 ng/kg
PCP/dia) por encima del limite de indice de riesgo carcinogénico (2 ng/kg
PCP/dia). Aunque en la poblacion pre-escolar y escolar se modifica la
frecuencia, el tipo y el consumo de leche y productos lacteos, el peso corporal
todavia no es suficientemente alto para revertir los valores de ingesta promedio
diaria de AFM; presentando niveles elevados de riesgo carcinogénico (5,01
ng/kg PCP/dia). Al disminuir la ingesta de leche y productos lacteos por la
poblacion adolescente, adulta y adulta mayor y al relacionar esta ingesta con el
peso corporal, la ingesta promedio diaria de AFM; (0,68 ng/kg PCP/dia) se

encontr6 por debajo del indice de riesgo carcinogénico, no representando riesgo



a este respecto.

SUMMARY

Milk and dairy products are foods with a high nutritional value but also
susceptible to contamination and main vehicle entry of aflatoxin M; (AFM;) in
the diet because it is not destroyed by the conventional thermal treatments such
as sterilization or pasteurization usually used in the dairy industry to sanitize
these products, and thus may be present in yogurt, cheese, dried milk and other
dairy products. The International Agency for Research on Cancer (IARC) of
WHO has categorized the AFM; as carcinogenic and toxic to humans in Group

1.

This paper analyzed the presence of AFM; in milk and milk-based
products marketed in the metropolitan area of Monterrey, NL, Mexico, and the
consumption of these products, which are susceptible to contamination by AFM,
was evaluated in the population by age group and as the index of carcinogenic

risk.

In the first sampling, 84 samples were analyzed by ELISA, of which 20
were pasteurized milks and 66 were UHT-treated products, including 48 milks
containing butyric fat and 16 milk products containing vegetable fat. The
pasteurized milks showed 100% presence of AFM,, with an average of 0.39
ug/L and 20% of the samples above the provisions of the NOM-243-SSA1-2010
(0,5 ug/L), while UHT products, all showed the presence of AFM;, with milk
containing butyric fat which on average were within the NOM with 0.45 ug/L
and 38% of the samples above the limit set by the NOM, while the dairy product
showed an average of 0.66 ug/L and 69% of the samples above the provisions of
the NOM.

In the second sampling, 162 milk samples were analyzed, including raw
milk (n = 51), infant formula (n = 55), milk powder (n = 15) and UHT-treated
products (n = 41), collected from supermarkets and analyzed by extraction in

immunoaffinity columns containing monoclonal antibodies, and quantified by
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HPLC with fluorescence detection. In order to determine the average daily
intake of AFM; by age group and to establish the carcinogenic risk index,
ENSANUT corresponding 2012 survey was used to Nuevo Leon, applying the
formula described by Kuiper-Goodman (1994).

Among the 51 raw milk samples analyzed, 16 were positive (31%),
obtaining 2 samples (4%) above the maximum limit established by the NOM
and an average of 0.07 ug/kg. Among the 55 infant formulas analyzed, 11 were
positive for the presence of AFM;, showing all values above that established by
the Codex Alimentarius (0.025 ug/kg) and a mean of 0.04 ug/kg. Among the 15
dehydrated samples, 12 were milk (milk fat) and 3 milk products (vegetable fat),
with an average of 0.13 ug/L and 10 had presence of AFM;. Among the 41 UHT
samples 27 were milk and 14 dairy product, with a mean of 0,30 ug/L and
26,8% of samples above the AFM; levels established by the NOM.

According to the data of the average daily intake of AFM, by age group,
it was observed that children aged between newborn and school age (0 - 11
years) was the population group that had the highest intake levels of AFM,,
since in this group of infants whose main diet is up to 6 months is breast milk or
milk-based infant formula presented AFM; intake levels of 4.40 ng/kg PCP/day
over the limit carcinogenic risk index (2 ng/kg PCP/day). Although the pre-
school and school population the frequency, type and consumption of milk and
milk products is changed, the body weight is not yet high enough to reverse the
values of average daily intake of AFM; presenting high levels of carcinogenic
risk (5.01 ng/kg PCP/day). By reducing the intake of milk and dairy products by
the adolescent, adult and older adult population and to relate this intake to body
weight, average daily intake of AFM; (0.68 ng/kg PCP/day) was below the

carcinogenic risk index, and representing no risk in this regard.
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1.1 AFLATOXINAS: GENERALIDADES

1.1.1 Concepto y origen

22

Desde el siglo VII a.c. se conocen los efectos de la colonizacién por
hongos en los cultivos y se han relacionado brotes de enfermedades en humanos
y animales con el consumo de los alimentos contaminados con micotoxinas

(Periaca et al., 1999; Gimeno y Martins, 2011).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios (no esenciales para su
crecimiento) producidos por diferentes géneros y especies de hongos
filamentosos, dentro de los cuales los principales son: Aspergillus spp.,
Fusarium spp. y Penicillium spp. Los hongos toxigénicos producen uno o mas
de estos metabolitos secundarios toxicos. Es bien sabido que no todos los
hongos son toxigénicos y no todos los metabolitos secundarios de los hongos
son toxicos (Richard, 2007; FAO, 2009; Zain, 2011). Estos hongos colonizan y
contaminan sustratos que son utilizados en la alimentacion humana y animal, y
se estima que el 25% de la produccion mundial de cereales se encuentra
contaminada con estas micotoxinas (CAST, 2003; FAO, 2004; Kumar et al.,
2008).

Una micotoxina se considera “importante” si se demuestra su capacidad
para tener efectos considerables sobre la salud de las personas y la productividad
de los animales. Desde 1960, con el advenimiento de la micotoxicologia
moderna, se han descrito entre 300 y 400 micotoxinas que se identifican en el
mundo, pero los grupos que son de preocupacion por sus implicaciones en la
salud humana y animal son las aflatoxinas, los tricotecenos (deoxinivalenol y
nivalenol), la ocratoxina A, las fumonisinas y la zearalenona (Bennett y Klich,

2003; CAST, 2003; Trucksess et al., 2006).

El término "aflatoxina" fue acufiado a comienzos del decenio de 1960,
cuando miles de pavos, patos y otros animales domésticos murieron a causa de
una enfermedad conocida como "enfermedad X de los pavos", y que se atribuyo

a la presencia de toxinas de A. flavus en harina de mani importada de
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Sudamérica (Austwick, 1978; Bennett y Klich, 2003; Zain, 2011).

Las aflatoxinas, al igual que otras micotoxinas, son metabolitos
secundarios generalmente toxicos producidos por algunas especies fungicas, en
este caso A. flavus, A. parasiticus y rara vez por A. nomius. Entre las aflatoxinas,
se caracterizan por lo menos 16 estructuralmente relacionadas, sin embargo, solo
hay cuatro aflatoxinas principales, Bi, B,, G; y G, (AFB;, AFB,, AFG; y
AFG,), que contaminan los productos agricolas y plantean un riesgo potencial
para la ganaderia y la salud humana. Asimismo, la aflatoxina M; (AFM;) es un
metabolito hidroxilado de la AFB; y a su vez la aflatoxina M, (AFM;) lo es de la
AFB, (Bennet et al., 1987 y 2003; Jelinek et al., 1989; Tsakiris et al., 2013). A.
flavus produce so6lo AFB; y AFB,, mientras que A. parasiticus produce tanto
AFB,; y AFB,, asi como AFG; y AFG; (Cassel et al., 2001). Algunas otras
especies que producen las aflatoxinas son 4. nomius, A. pseudotamarii (Ito et
al., 2001), A. bombycis (Peterson et al., 2001) y A. ochraceoroseus (Klich et al.,
2000).

Estructura, caracteristicas quimicas y propiedades fisicas

Las aflatoxinas son compuestos policetonicos, resultantes de las
reacciones de condensacion que tienen lugar cuando en determinadas
condiciones fisicas, quimicas y biologicas se interrumpe la reduccién de los
grupos cetonicos en la biosintesis de los acidos grasos, realizada por los hongos.
Estos acidos grasos son metabolitos primarios utilizados por los mohos como
fuente de energia. Las micotoxinas se forman al final de la fase exponencial o al
principio de la fase estacionaria del crecimiento de los mohos toxigénicos

(Gimeno y Martins, 2003).

Las caracteristicas quimicas de las principales aflatoxinas se muestran en

la Tabla 1. 1.

Se ha publicado que A. flavus puede proliferar a temperaturas de 10 a 43
°C, produciendo aflatoxinas en el intervalo de temperaturas de al menos 15 a 37

°C, pero no es posible especificar una temperatura Optima para la produccion de
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Tabla 1. 1. Estructura y caracteristicas quimicas de las aflatoxinas.

Aflatoxina B; Formula Molecular: C;H,0¢ P.M.=312,3 Da.
(6aR,9aS)- 2,3,6a,9a- Tetrahidro-4-metoxiciclo-
0 0 penta[c]fura-[3°,2°:4,5]fura[2,3-h][/]benzopirano-
I I 1,11-diona.
/\l 5
Sin6énimo:
| | 6-Metoxidifurocumarona; 2,3,6aa,9ao-tetrahidro-
o \ 4-metoxiciclopenta-[c]furo[3°,2°:4,5]fura[2,3-
o Y 0 h][/]benzopirano-1,11-diona.
Aflatoxina B, Formula Molecular: C7H40¢ P.M.= 314,08 Da.
(6aR,9aS)-2,3,6a,8,9,9a,-hexahidro-4-
o} (0]
I I metoxiciclopenta[c]-fura[3°,2":4,5]fura[2,3-
(0] h][I]benzopirano-1,11-diona.
- | J\ J Sinénimo: Dihidroaflatoxina By; 2,3,6a0.,8,9,9a0.-
hexahidro-4-metoxiciclopenta-
o 0 0
[clfura[3°,2°:4,5]fura[2,3-k][/]benzopirano-1,11-
diona
Aflatoxina G; Férmula Molecular: C;H,0, P.M.= 328,06 Da.

(7aR,10aS)-3,4,7a,10a-Tetrahidro-5-metoxi-
1H,12H-fura-[3’,2’:4,5]fura[2,3-A]-pirano[3,4-

c][Z]-benzopirano-1,12-diona.

Sinénimo: 3,47aa,10ac-Tetrahidro-5-metoxi-
1H,12H-fura[3’,2":4,5]fura[2,3-h]-pirano-[3,4-

c][/lbenzopirano-1,12-diona

Formula Molecular: C;H4,0; P.M.=330,0 Da.
(7aR,10aS)-3,4,7a,9,10,10a-Hexahidro-5-metoxi-
1H,12H-fura[3’,2":4,5]fura[2,3-h]-pirano-[3,4-

c][{]benzopirano-1,12-diona.

Sinonimo: Dihidroaflatoxina Gy;
3,4,7a0,9,10,10ac.-hexahidro-5-metoxi-1H,12H-
fura[3°,2°:4,5]fura[2,3-h]pirano[3,4-

c][/lbenzopirano-1,12-diona.
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Tabla 1.1. (Continuacion).

Formula Molecular: C;H,,0; P.M.= 328 Da.

Aflatoxina M;
(6aR,9aR)-2,3,6a,9a- Tetrahidro-9a-hidroxi-4-
S metoxiciclopenta[c]fura[3°,2’:4,5]fura[2,3-
(o}
Il I h][llbenzopirano-1,11-diona.
0

Sinonimo: 4-Hidroxiaflatoxina B;. (6aR-cis)-

OH
I
= | J\ J 2,3,6a,9a-tetrahidro-9a-hidroxi-4-
metoxiciclopenta[c]fura[3°,2’:4,5]fura[2,3-
A 0 0 ’

h][/]benzopirano-1,11-diona.

7

Aflatoxina M,

Férmula Molecular: C;H40; P.M. =330,3 Da.

Sindénimo: 4-Hidroxiaflatoxina B.,.

OH
=z | '
A

Fuente: (Castegnaro et al., 1980; IARC, 2002; Garrido et al., 2003).

toxinas, aunque se ha visto que entre 20 y 30°C la produccion es
considerablemente mayor que a temperaturas mas altas y mas bajas. (Pitt y
Miscamble, 1995; Fallah ef al., 2011). En cuanto a la actividad de agua (ay)
minima necesaria para iniciar el desarrollo del Aspergillus spp. es de 0,75 y para

producir micotoxinas es de 0,83 (Hesseltine, 1976) (ver Tabla 1. 2).

Las aflatoxinas forman cristales incoloros o con tonalidades amarillo

palido, cuyas propiedades fisicas se muestran en la Tabla 1. 2.

Biosintesis

Los intentos para descifrar la ruta biosintética de aflatoxinas comenzd
con el descubrimiento de la estructura de estas toxinas. Quimicamente
pertenecen al grupo de derivados de las bisfurano-isocumarinas. Los principales
pasos bioquimicos y genéticos de los componentes correspondientes de la

biosintesis de AFB; se han dilucidado s6lo en las ultimas décadas a nivel mole-
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Tabla 1. 2. Propiedades fisicas de las aflatoxinas

Propiedad AFB, AFB; AFG AFG; AFM AFM; FUENTE
Punto de fusién 268-269 °C 287-289 °C 244-246 °C 237-239°C 299°C - (IARC, 1976,
Descomposicion Cristales de Cristales de Cristales de Cristales de Cristales de castegnaro ot ol -1980;
o P cloroformo cloroformo- cloroformo- acetato de metanol . Cole y Cox, 1981;

' pentano metanol etilo Budavari, 1989).
Eluorescen a 362 363 362 363 362 363 (Castegnaroetal,
A en metanol 1980y 1991;
grmte . Azul Azul Verde Verde Azul-Violeta Azul-Violeta Budavari, 1989).
uorescencia
Solubilidad Poco solubles en agua, insolubles en solventes no polares, solubles en solventes organicos moderadamente
olubili
polares (cloroformo y metanol) y especialmente dimetilsulfoxido
Retabilidad Inestable a la luz ultravioleta en presencia de oxigeno, a condiciones extremas de pH (3 y 10) y agentes (Cole y Cox, 1981).
stabill
oxidantes
Reactividad El anillo de lactona es suceptible a la hidrdlisis alcalina. Se degradan por reaccién con hipoclorito de sodio
eactivida

0 de amonio

26



cular (Bhatnagar et al., 1992 y 2002; Yu, 2003).

La biosintesis de la AFB; ha sido ampliamente estudiada (Maggon et al.,
1977; Bennett y Christensen, 1983; Bhatnagar et al., 1987; McCormick et al.,
1987). Se ha propuesto que se involucran por lo menos 23 reacciones enzimaticas.
Hasta el momento, en la ruta de biosintesis de las aflatoxinas se han identificado por
lo menos 15 intermediarios estructuralmente bien definidos (Minto y Townsend,

1997; Payne y Brown, 1998; Yu et al., 2002 y Bhatnagar et al., 2002 y 2003).

El esquema aceptado actualmente para la biosintesis de la aflatoxina B, es el
siguiente: un precursor hexanoil-CoA > acido norsolorinico (NOR) = averantina
(AVN) = hidroxiaverantina (HAVN) - averufina, (AVF) = hidroxiversicolorona
(HVN) - acetato de versiconal hemiacetal (VHA) - versiconal (VAL) -
versicolorina B (VERB) = versicolorina A (VERA) = dimetil-esterigmatocistina
(DMST) = esterigmatocistina (ST) > O-metilesterigmatocistina (OMST) -
aflatoxina B, (AFB)).

El proceso de biosintesis comienza con la condensacion de un acetil
Coenzima A, que reacciona con un grupo malonato y la enzima acetil-CoA
carboxilasa para producir el malonil Coenzima A, en un proceso similar en algunos

aspectos al de la biosintesis de acidos grasos de cadena larga (Ellis et al., 1991).

Estudios metabolicos realizados con precursores (acetato) marcados
isotopicamente, han demostrado que los carbonos del esqueleto carbonado de la
aflatoxina provienen en su totalidad del acetato y el grupo metilo proviene del
aminoacido metionina (Zaika y Buchanan, 1987). El decacétido lineal formado
(policétido) sufre un proceso de ciclacion a compuestos de la familia de las
antronas, que por la accién de la enzima policétido sintasa se transforma en acido
norsolorinico (ver Tabla 1.3). Este proceso biosintético ocurre en el citoplasma
soluble (extra mitocondrial) y utiliza los equivalentes reducidos (NADPH + H")

producidos en la via de las pentosas.

El 4cido norsolorinico es el primer precursor estable en la biosintesis de las
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aflatoxinas. Este compuesto es transformado a averufina en dos etapas del proceso
via averantina como intermediario (Bennet et al., 1980). La siguiente etapa de la
biosintesis involucra la abertura del anillo de averufina, seguido secuencialmente
por una deshidratacion, epoxidacion y un rearreglo del epdxido a la forma
versicolorina A, via acetato de versicolorina A hemiacetal (Applebaum y Marth,
1981). La versicolorina A es convertida en el ultimo intermediario mayor,
esterigmatocistina por una 6xidoreductasa. El grupo O-metoxi, el cual es comin en
todas las aflatoxinas, proviene del donador de metilos S-adenosilmetionina, por
catalisis de S-adenosilmetiltransferasa, el cual convierte la esterigmatocistina a O-
metilesterigmatocistina (Bhatangar ef al., 1988). La formacion del sistema de anillos
bisfurano presente en versicolorina A, esterigmatocistina y aflatoxina B,
aparentemente involucran la hidrolisis de la unioén éster en el acetato de versiconal
hemiacetélico con la eliminacion de un grupo de acetil, seguido por el cierre del
anillo. Esto ocurre por la via de la oxidaciéon del grupo hidroxilo terminal al

aldehido, resultando la estructura hemiacetal (Wan y Hsieh, 1980).

Existen claramente cuatro productos principales policetonicos en la via

biosintética de las aflatoxinas (Lillehoj, 1991):

1) Antraquinonas hidroxiladas
a. Acido norsolorinico (C20H,307 ) (P.M. = 370).
b. Averantina (Cy0H»007 ) (P.M. =372).
c. Averufanina (Cy0H307 ) (P.M. = 370).
d. Averufina (C0H;607 ) (P.M. = 368).

2) Bifuranoantraquinonas
a. Hidroxiversicolorina
b. Acetato de versiconal hemiacetal (Cy0H1609 ) (P.M. =400).

c. Alcohol versiconal

o

Versicolorina B

e. Versicolorina A (C;sH907) (P.M. = 338).



3) Bifuranoxantonas
a. Esterigmatocistina (C1gH 206 ) (P.M. = 324).
b. O-metil-esterigmatocistina (C;9H40¢ ) (P.M. = 338).

4) Bifuranocumarinas

a. Aflatoxinas (C;7H 206 ) (P.M. = 312).

Los pesos moleculares (P.M.) de algunos intermediarios de la biosintesis,
fueron descritos por Bennett ef al., (1980). La esterigmatocistina y la O-metil-
esterigmatocistina son xantonas caracterizadas por una mitad de dihidrofurano; las
aflatoxinas son decacetonas caracterizadas por un anillo cumarinico en su estructura

(Steyn et al., 1980).

Se estima que son necesarios por lo menos 17 pasos enzimaticos para que la
biosintesis de las aflatoxinas se complete a partir de acido norsolorinico (Bhatnagar

etal., 1992).

Numerosas enzimas implicadas en la biosintesis de aflatoxinas se han
purificado: dos O-metiltransferasas estdn implicadas en la conversion de
esterigmatocistina a O-metilesterigmatocistina (Bhatnagar et al., 1988; Keller et al.,
1992), una 4cido-norsolorinico reductasa esta implicada en la conversion reversible
de averantina en 4cido norsolorinico (Bhatnagar y Cleveland, 1990; Chuturgoon y
Dutton, 1991), una ciclasa estd implicada en la conversion del versiconal a
versicolorina B (Townsend ef al., 1991; Lin y Anderson, 1992) y dos versiconal
hemiacetal reductasas (reductasas I y II; probablemente isoenzimas) catalizan la
reaccion del acetato de hemiacetal versiconal a acetato de versiconal (Matsushima et

al., 1994).

La versicolorina A es importante porque es la primera molécula en la
biosintesis de la aflatoxina B; que contiene un doble enlace en la posicion 2-3 de la
porcion difurano. Este doble enlace es el objetivo de las enzimas microsomales del
citocromo P-450, que genera un epdxido altamente reactivo, lo que resulta en la

activacion de la molécula y la formacion de un aducto con el ADN y las proteinas
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(Dvorackova, 1990). Dado que aflatoxina B, (AFB,) no tiene este doble enlace, es

cientos de veces menos cancerigena que la AFB;.

A diferencia de otras estructuras policetonicas descritas (que solo requieren
una policétido sintasa para generar un producto policetonico) la biosintesis de
esterigmatocistina y de aflatoxina es iniciada por la produccion de un acido graso
sintasa Unica, codificada por dos genes del "cluster", fas-1 y fas-2 (Mahanty et al.,
1996; Watanabe et al., 1996; Woloshuk y Prieto, 1998). Estos genes y un gen de
policétido sintasa (pksA) estan involucrados en la sintesis del decacétido de malonil
Coenzima A (Townsend et al., 1984; Bhatnagar et al., 1991 y 1992; Trail et al.,
1995; Feng et al., 1995; Brown et al., 1996).

La conversion de acido norsolorinico en averantina (Bennett ez al., 1980)
requiere una deshidrogenasa (Bhatnagar et al., 1992), codificada por el gen nor-1
(Chang et al., 1991; Trail et al., 1994). Genes adicionales, tales como nor4 (Bennett
et al., 1994; Cary et al., 1996) o norB (Yu et al., 2002) se encuentran en el grupo
que codifican deshidrogenasas que también podria ser capaz de llevar a cabo la
conversion. El gen nor-1 fue clonado por complementacion de acumulacion del
mutante de un acido norsolorinico (Chang et al., 1991). El gen que codifica una
cetoreductasa responsable de la conversion de una versicolorina A a
esterigmatocistina se clond también del mismo A. parasiticus (Yu et al., 2003). Se
ha confirmado que el proximo intermedio estable es dimetilesterigmatocistina que
da lugar a una esterigmatocistina y un citocromo P-450 monooxigenasa codificada
por verdA, que se requiere para la conversion de versicolorina A a
dimetilesterigmatocistina (Yabe et al, 1989 y 1993). Un citocromo P-450
monooxigenasa codificada por el gen avmnd se requiere para la conversion de
averantina a hidroxiaverantina (Yu et al., 1997), mientras que el gen adhaAd que
codifica un alcohol deshidrogenasa (Chang et al., 2000) se encontr6 que era esencial
para la conversion de hidroxiaverantina a averufina. El gen avf4 que codifica una
oxidasa es responsable de la conversion de averufina a acetato de versiconal
hemiacetal (Yu et al., 2000) en ambos A. parasiticus y A. flavus. Recientemente, un

gen designado como est4, que podria codificar una esterasa (Bennett et al., 1976;



Yabe et al., 1991; Yabe et al., 1991b; Kusumoto et al., 1996) para la conversion de
acetato de versiconal hemiacetal a versiconal, ha sido clonado (Skory ef al., 1992).
El gen vbs (Silva y Townsend, 1996; McGuire et al, 1996) codifica una
deshidratasa que cataliza la ciclacion de cadena lateral de acetato de versiconal
hemiacetal con versicolorina B. La conversion de versicolorina B a versicolorina A
es catalizada por una desaturasa codificada por el gen, verB (Bhatnagar et al., 2003)

que es homologa a stcL en A. nidulans (Kelkar et al., 1997).

En la etapa posterior de la biosintesis de la aflatoxina, una O-
metiltransferasa requerida para la conversion de esterigmatocistina a O-
metilesterigmatocistina ha sido detectada, purificada y caracterizada (Cleveland et
al., 1987; Bhatnagar et al., 1988; Keller et al., 1993). El gen que codifica O-
metiltransferasa se clon6 utilizando un anticuerpo contra la O-metiltransferasa (Yu
et al., 1993). La secuencia de ADN gendmico de omtA4 también se determiné a partir
tanto de A. parasiticus y A. flavus (Yu et al., 1995). El omtA fue el primer gen cuya
participacion en el producto de la biosintesis de aflatoxina fue confirmado y
estudiado a fondo in vitro por ensayo enzimatico. Otro gen llamado omtB que
codifica una metiltransferasa requerida para la conversion de dimetil-
esterigmatocistina a esterigmatocistina y dihidrodimetil-esterigmatocistina a
dihidro-esterigmatocistina fue identificado (Yu et al., 2000). El gen omtB fue
clonado simultaneamente por el grupo de Yabe y llamado dmt4 (Motomura et al.,
1999). El paso final en la formacion de aflatoxinas es la conversion de O-metil-
esterigmatocistina o dihidroxi-O-metil-esterigmatocistina a aflatoxina B, B, G y
G,, pasos que requieren la presencia de un NADPH dependiente de una
monooxigenasa (ordA) (Prieto y Woloshuk, 1997; Yu et al., 1998). La formacion de
las toxinas G probablemente requiere un paso oxidativo adicional (Bhatnagar et al.,

1992; Yu et al., 1998; Yabe et al., 1999).

Para que la accion toxica de la AFB, ocurra, es necesario que ésta tenga un
cambio metabolico, el cual ocurre cuando llega al higado de los animales que la
ingieren. Dicho cambio ocurre en las células hepaticas, en la fraccion microsomal

citocromo P-450 (CYP1A2) y participa el oxigeno y las enzimas dependientes del
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NADPH localizadas en el reticulo endopldsmico de las células (Groopman et al.,
1988). El compuesto formado es AFB; exo0-8,9-epdxido, que es altamente inestable
y se une con alta afinidad a la guanina, reaccionando covalentemente con el ADN
para formar aductos, responsables del efecto carcinogénico y mutagénico de las
aflatoxinas (Smela et al, 2001; Turner et al., 2005; Farombi, 2006). En este
proceso, la AFB; también es transformada en AFM; por la CYP1A2, en una
proporcion de 1:3. Los mamiferos que ingieren dietas contaminadas con AFB;
excretan cantidades de AFM; a través de la leche, presentandose en asociacion con
las fracciones proteicas de la leche y asi de algunos derivados lacteos como yogur y

queso (Shibamoto y Bjeldanes, 2009).

La Tabla 1.3 muestra los elementos que intervienen en la biosintesis, tanto

de AFB; como de AFM;.

1.2 IMPORTANCIA ECONOMICA
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Las micotoxinas pueden presentarse tanto en las regiones templadas como en
las tropicales del mundo, dependiendo de las especies de hongos. Los principales
productos basicos de alimentos afectados son los cereales (maiz, trigo y arroz),
nueces, frutos secos, café, cacao, especias, semillas y aceites de oleaginosas
(algodon, cacahuate, colza, coco, girasol y otros), mandioca, frutas, guisantes y
frijoles secos (Soriano et al., 2007; Decastelli et al., 2007; Turner et al., 2009;
Mohammadian et al., 2010; Movassagh, 2011).

La Food and Agriculture Organisation (FAO) estima que mas de un 25% de
la produccion de alimentos en el mundo estd contaminada en un cierto grado con
micotoxinas (Lawlor y Lynch, 2001; Marin et al., 2013). La mayoria de los hongos
crecen en los cereales, produciendo sus toxinas cuando las condiciones son
favorables. Asi, se estima que entre el 25 y 40% de los cereales puede estar
contaminado con alguna o varias micotoxinas (Pittet, 1998). De esta forma, los

cereales cobran una atencion prioritaria por la incidencia de su contaminacién asi



Tabla 1. 3. Biosintesis de aflatoxinas, enzimas y cofactores que intervienen, asi como el gen que codifica la sintesis de la
enzima correspondiente.

SUSTRATO

GEN (Nombre

antiguo)

ENZIMA /COFACTOR

PRODUCTO

Acetil-CoA + CO»

aflA (fas-1)

Acetil-CoA carboxilasa/ Mg?',
ATP, Biotina

Malonil-CoA

2 Malonil-CoA

aflB (fas-2)

Maloniltransferasa

Hexanoil-CoA

Hexanoil-CoA

aflC (pksA)

Complejo acido graso sintasa /
NADPH

Acido norsolorinico

(NOR)

NOR

aflD (nor-1)
aflE (nor4)
aflF (norB)

Reductasa
NOR-Reductasa
Deshidrogenasa / NADPH, Zn*'

Averantina (AVN)

AVN, O

aflG (avnd)

P450 monooxigenasa / NADPH

5’-Hidroxiaverantina
(AVHN)

AVHN

Afl (adhA)

Alcohol Deshidrogenasa / NADP'

Averufanina (AVNN)

AVNN

AVNN Deshidrogenasa

Averufina (AVF)




Tabla 1. 3. (Continuacién).

Acetato de versiconal

AVF afll (avfd) Versiconal Oxidasa NADPH wo A hemiacetal (VHA)
™
— <N
VHA aflJ (estd) VHA Esterasa _)Ji\ |I I' /I O,I\ l\ Versiconal (VAL)
-] 9 o
VAL ofIK (vbs) Sintasa ” Versicolorina B (Ver B)
o™ 0 o
VerB aflL (verB) Desaturasa » O‘O ] Versicolorina A (Ver A)
0 0
aflM (ver-1) Deshidrogenasa . -
Ver A afIN (verd) Monooxigenasa Esterigmatocistina (ST)
ST afiP (omtA) ST-6-Transferasa / NADPH O-Metilesterigmatocistina

(OMST)

34



rl"abla 1. 3. (Continuacién).

OMST aflQ (ord4) 6-OMST Dioxigenasa / Fe*" Aflatoxina B, (AFB,)

AFB, oyplA2 CYPIA2 (Hidroxilasas) Aflatoxina M; (AFM))

Fuente: (Yu et al., 2004).

como por su elevado consumo por animales y el hombre. Sin embargo, la
incidencia y concentracion de las micotoxinas en los productos es variable y
esporadica en diferentes afios y localizaciones geograficas (CAST, 1989; EFSA,
2007; Nemati et al., 2010; Almeida et al., 2013), en parte debido a la variacién

en las condiciones climaticas.

La AFB,; afecta fundamentalmente a las aves, cerdos y otros
monogastricos. Los rumiantes son menos vulnerables a la ingestion de
aflatoxina. Cuando los animales ingieren alimentos contaminados por
aflatoxinas, éstas se transfieren a la cadena alimentaria, aunque de forma distinta
entre rumiantes y el resto. En el caso de los rumiantes, la ingestion durante
largos periodos de tiempo, la produccion (leche, carne o lana), la reproduccion y
el crecimiento pueden verse alterados (Hussein y Brasel, 2001). A diferencia de
los no rumiantes, poseen una primera barrera de defensa que la constituye la
microflora ruminal, sin embargo ésta no es capaz de degradar las aflatoxinas

(Driehuis et al., 2010).

En los animales monogastricos la sintomatologia clinica puede
producirse tras el consumo de piensos contaminados con concentraciones por
encima de 50 ppb de AFB;, mientras que en el vacuno la sintomatologia
sobreviene con concentraciones por encima de 1,5 - 2,23 ug/kg (Miller y
Wilson, 1994; Kourousekos, ef al., 2012). Dependiendo de la presencia de otros
factores simultaneos, pequefias cantidades de AFB,; (>20 ppb) pueden provocar

efectos toxicos. En estas condiciones un nivel de aflatoxina por encima de 100
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ppb puede resultar también toxico en rumiantes. Los sintomas de aflatoxicosis
aguda consisten en depresion, anorexia, pérdida de peso, afeccion
gastrointestinal, hemorragias, lesiones hepaticas (higado graso, necrosis, y
apoptosis) y edema pulmonar. Los sintomas a una exposicion moderada y
prolongada a aflatoxinas pueden reflejarse en un descenso en el consumo de
pienso y de las producciones (crecimiento, produccion de huevos y leche)

(Creppy, 2002; Elkak et al., 2011; Brayden, 2012).

En el caso del ganado lechero se ha mencionado que 100 ppb de
aflatoxinas pueden reducir la produccion de leche (Paterson y Anderson 1982),
sin embargo en este caso el problema esta enfocado mas sobre los residuos de la
AFM; en leche (Mwanza y Dutton, 2013). Se sabe que las vacas transforman del
0,3 al 4,8% de la AFB, contenida en el alimento en AFM;, con un promedio de
biotransformacion del 1,6% (Van Egmond, 1989; Hussain et al., 2010; Milicevic
et al., 2010; Siddappa et al., 2012). La FDA fija un valor de 0,5 ppb de AFM; en
la leche, que corresponderia a un valor maximo de AFB; en el alimento del
ganado lechero de 20 ppb. En el caso de la Comunidad Europea el valor limite
de AFM; en leche es de 0,05 ppb (Kos et al., 2013; Levic et al., 2013). Los
residuos de aflatoxina aparecen en la leche en unas 12 h después del inicio del
consumo de alimento contaminado y desaparecen en unos 2 6 3 dias, después
que el alimento contaminado se ha retirado (Kiermeier, 1973; Frobish et al.,
1986; Fallah, 2010; Tsakiris et al., 2013). La concentracion de AFM; en la leche
varia segun la raza de la vaca, la concentracion de AFB; en la racion alimenticia
del animal, la cantidad y duracién del consumo de alimento contaminado y el
estado de salud del animal (Frobish, 1986; Van Egmond, 1989; Elzupir y
Elhussein, 2010; Assem et al., 2011; laha et al., 2011). Factores ambientales
como la geografia del sitio de pastoreo, condiciones ambientales y climaticas y
desarrollo del pais productor de leche y productos lacteos, juegan un papel
importante en la variacion de la presencia de AFM; en estos productos (Rahimi

et al., 2010; Skrbic et al., 2014; Bilandzic et al., 2014).

Se han calculado los valores extrapolados de la concentracion de AFB;
en los piensos del ganado, a partir de los valores de AFM, que se obtienen a
partir del analisis de muestras de leche, tomando en consideracion que el 1,6%

de la AFB; ingerida se convierte en AFM, por vacas de pastoreo. Al respecto,



Skrbic et al. (2014) sugieren la aplicacion de la siguiente formula:

kg
1,6

_ [AFM1 (ﬂ> X 100]

”g) % 1000

AFB1 (@

Lubulwa y Davis (1994) han estudiado las pérdidas econdmicas
atribuibles tnicamente a la presencia de aflatoxinas, en maiz y mani, en paises
de Asia sudoriental (Tailandia, Indonesia y Filipinas), llegando a la conclusion
de que alrededor del 66% de las pérdidas totales se deben al maiz contaminado,
y las pérdidas atribuibles al deterioro y a los efectos dafiinos sobre la salud de las
personas y de los animales representaban, respectivamente, el 24, 60 y 16 % del
total. No obstante, el estudio tuvo en cuenta Unicamente las pérdidas
relacionadas con la morbilidad y las muertes prematuras ocasionadas por el
cancer. En consecuencia, es probable que las pérdidas relacionadas con las
aflatoxinas sean mucho mayores si se incluyen las otras consecuencias para la
salud humana del efecto inmunotoxico de las aflatoxinas (y otras micotoxinas)

(Zain, 2011; Martin et al., 2013).

1.3 EFECTOS FISIOPATOLOGICOS

La toxicidad de las aflatoxinas debe distinguirse entre aguda y crénica.
Actualmente, hay muy baja incidencia de toxicidad aguda por aflatoxinas en los
seres humanos. La intoxicacion aguda se produce cuando la comida estd
contaminada con altas concentraciones de aflatoxinas. Esto ocurre de forma
esporadica en los paises en desarrollo, como ocurri6 durante el brote agudo y
severo de aflatoxicosis humana en Kenia en 2004, donde se registraron 317
casos y 125 defunciones (39,4% de mortalidad) (Lewis et al., 2005; Probst et al.,
2007; Makun et al., 2010). Las aflatoxinas producen intoxicacion aguda, tras una
elevada ingestion de la toxina, con efectos como hemorragias, dafio agudo del

higado, edema, alteraciones en la digestion, absorciéon y/o metabolismo de
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alimentos y posiblemente la muerte. También se puede producir intoxicacion
cronica, tras una prolongada exposicion a niveles bajos de micotoxina, con
efectos generalmente subclinicos y dificiles de reconocer, que se dan a largo
plazo y pueden ocurrir en cualquier momento después de haberse expuesto a las
aflatoxinas durante meses o afios. Entre éstos destacan los efectos
carcinogénicos, teratogénicos, inhibicion de la sintesis de proteinas, pueden
actuar como anticoagulantes y pueden actuar sobre el sistema inmunologico

causando inmunosupresion (CAST, 2003; Williams, 2004; Wu y Santella, 2012)

(ver Figura I.1).

Epoxidacion Interaccioén con
- DNA
Epéxi Aflatoxina ] — CANCER
g
N Interaccidn con enzimas
[ Dihidroxi Aflatoxina e TOXICIDAD
/ AGUDA

Figura I. 1. Efecto de la biotransformacion de la aflatoxina B;.

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,

http://www.iarc.fr/) ha clasificado a las aflatoxinas AFB;, y AFM; como

carcinogénicas para humanos (grupo 1), a la ocratoxina A y fumonisinas como
posibles carcindgenos para humanos (grupo 2B) y a la zearalenona como
carcindgeno grupo 3 (no puede ser clasificado respecto a su carcinogenicidad

para el ser humano) (IARC, 1993, 1999, 2002).

Su papel en la hepatocarcinogénesis, a menudo junto con el virus de la



hepatitis B, estd bien establecida (Wild y Turner, 2002; INVS, 2011). Los
estudios muestran que la infeccion concurrente con el virus de la hepatitis B
(HBV) durante la exposicion a la aflatoxina, incrementa el riesgo de presentar
carcinoma hepatocelular. Como el virus de la HBV interfiere con la habilidad de
los hepatocitos en metabolizar aflatoxinas, una aflatoxina B;-ADN conjugada
puede estar presente durante un prolongado periodo en el higado, incrementando
la probabilidad de dafo de oncogénesis en el gen p53 (Gursoy-Yuzugullu ef al.,
2011). Este efecto es sinergizante y el dafo resulta mucho mayor que el dafio
producido por aflatoxina o del virus de la HBV individualmente (Williams,
2004). Hay algunas evidencias de asociacion con el sindrome de Reye, el
Kwashiorkor y la hepatitis aguda (Wild y Hall, 1996; Egal et al., 2005). Esto
concuerda con estudios que afirman que la exposicion a las aflatoxinas en los
primeros afios de vida, se ha asociado con problemas de crecimiento, en especial

el retraso del crecimiento en infantes (Gong et al., 2002; Juan et al., 2013).

Los principales factores que tienen influencia sobre la toxicidad de las
micotoxinas en los humanos son: la biodisponibilidad y toxicidad de la
micotoxina, los sinergismos entre ellas, la cantidad de micotoxina ingerida
diariamente en funcion de la concentracion de micotoxina y de la cantidad de
alimento ingerido, la continuidad o intermitencia de ingestion del alimento
contaminado, el peso del individuo y el estado fisioldgico y de salud de éste, y la
edad del individuo. Juan ef al. (2014) han mencionado que el potencial de riesgo
para la salud debido a cualquier contaminante presente en los alimentos, es tres
veces mas alta para lactantes que para los adultos. Asi pues, los nifios y los
jovenes son mas susceptibles a la toxicidad de las micotoxinas debido a una
mayor variacion del metabolismo basal, y pueden no tener suficientes
mecanismos bioquimicos para la detoxificacion. En los nifios, el cerebro
continta su desarrollo durante muchos afios después del nacimiento y esto puede
causar una mayor susceptibilidad a las micotoxinas que afectan al sistema
nervioso central (Kuiper-Goodman, 1994; Liu y Wu, 2010). La conjugacion de
todos los factores antes mencionados y que tienen influencia sobre la toxicidad
de las micotoxinas, hace que el analisis de riesgo respecto a los problemas de
salud en humanos (hepatotéxicos, nefrotdéxicos, neurotoxicos, gastroentéricos,

cancerigenos € inmunosupresivos) que pueden ser causados por la ingestion de
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esos metabolitos toxicos, sea complejo y la mayor parte de las veces dificil de
entender y correlacionar (Smith et al., 1994; Giirbay et al., 2010). Por otro lado,
la situacion es ain mas complicada ya que en la interpretacion de los datos
epidemioldgicos que pueden estar relacionados con una micotoxina, debemos
también tener en cuenta la posible influencia de otros factores de riesgo como el
estado nutricional del individuo, las infecciones endémicas y la ingestion de
otras substancias toxicas (Kuiper-Goodman, 1994). Al respecto, algunos
investigadores han estudiado la presencia de diversas micotoxinas presentes en
alimentos destinados a nutricion infantil (Alvito et al., 2010; Bonerba et al.,
2010; Romagnoli et al., 2010; Zinedine et al., 2010; Marin et al., 2012; Kabak,
2012; Juan et al., 2013; Huang et al., 2014).

Dado que la leche materna es el alimento principal para los nifios, se
considera a esta poblacion madas susceptibles a los efectos adversos de las
micotoxinas (Sadeghi et al., 2009). Hay una mayor conciencia de la relacion
entre el crecimiento y la salud del feto y del lactante, y el riesgo de enfermedad
en la edad adulta (Delisle, 2002; Firestone y Amler, 2003; Wild y Kleinjans,
2003; Barker, 2004). La exposicion a largo plazo pre y postnatal a las aflatoxinas
podria ser uno de los factores que contribuyen a los trastornos del crecimiento
y/o la aparicion temprana de carcinoma hepatocelular en paises con una alta

incidencia de la enfermedad (Afshar ez al., 2013).

Un indicador usual de la salud reproductiva es el bajo peso al nacer,
definido como peso al nacer inferior a 2500 g. Se estima que mas de 20 millones
de infantes a nivel mundial, lo que representa un 15,5 por ciento de todos los
nacimientos, nacen con bajo peso al nacer con 95,6% de ellas en paises en via de
desarrollo (Unicef/WHO, 2004). El bajo peso al nacimiento esta estrechamente
asociado con la morbilidad y mortalidad fetal y neonatal, inhibicion del
crecimiento, desarrollo cognitivo deficiente y enfermedades cronicas mas tarde
en la vida (Shuaib et al., 2010; Lei et al., 2014). Estudios realizados por
diferentes grupos de investigadores encontraron asociaciones significativas o
correlaciones entre el peso al nacer y las aflatoxinas (Yousef et al., 2004; Turner
et al., 2007). Asimismo, se encontr6 que la aflatoxina en suero materno es un
factor de riesgo para la ictericia en recién nacidos. En general la leche materna

en los paises en via de desarrollo presenta indices mas altos de contaminacién



por aflatoxinas que en los paises de altos ingresos (Shuaib et al., 2010; Tha et al.,
2014). En China, Lei et al. (2014) estimaron la presencia de AFM; en muestras
de orina de mujeres embarazadas, donde se encontr6 que la frecuencia de
deteccion de AFM; en las mujeres y los hombres eran el 84 y 16%
respectivamente, lo que sugiere que la poblacion de mujeres embarazadas
especialmente, fue ampliamente expuesta a AFM,. A pesar de las indicaciones a
los padres chinos a prestar mas atencion a la seleccion de alimentos sanos,
debido a la "politica de un hijo por familia", la deteccion de AFM; en la orina de
las mujeres embarazadas indica que todavia tienen que ser controlados los

alimentos con respecto a la AFM;.

En Sri Lanka, un estudio realizado por Desalegn et al. (2011) han
relacionado la presencia de AFM; en muestras de orina de personas con

enfermedad crénica renal de origen desconocido.

En cuanto a los efectos de las aflatoxinas en el sistema reproductivo,
éstas ejercen efectos reproductivos negativos en el hombre, causando retraso en
el desarrollo testicular, degeneracion testicular, disminucion de los posibles
cambios morfologicos, reproductivos, la reduccion de tamafio y peso de los
testiculos, reduccion de indice meiotico, la disminuciéon en el porcentaje de
espermatozoides vivos, esperma con un aumento de anomalias, degeneracion del
epitelio seminifero y disminucion de concentracion de testosterona en el plasma,

entre otros (CAST, 2003).

En referencia a los efectos sobre el sistema inmune, éstas actian como
inmunomoduladores, causando una disminucion en la resistencia a infecciones
secundarias por hongos, bacterias y parasitos. La respuesta celular es
particularmente sensible a las aflatoxinas, como se evidencia por una
disminucion de la actividad de linfocitos T o B, actividad deficiente de
macrofagos y funciones efectoras de neutrofilos, la sintesis modificada de
citoquinas inflamatorias, citolisis suprimida mediada por células NK,
disminucién de la inmunidad por vacunacion y la funcion inmune alterada en los

animales en crecimiento (Jiang et al., 2008).

41



1.4 ESPOSICION A LAS AFLATOXINAS

42

Un enfoque comun para estimar la exposicion de la poblacion a las
aflatoxinas es la combinacion de datos de contaminacidon con los datos de
consumo. Si bien los datos de contaminacion se proporcionan a menudo por los
investigadores, los datos de consumo en la mayoria de los casos son extraidos de
encuestas dietéticas. Estas encuestas estan disefiadas principalmente para evaluar
el estado nutricional de las poblaciones en materia de energia y/o nutrientes,
como es el caso de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT

2012) realizada en México.

En Europa la EFSA (http://www.efsa.europa.eu/) ha desarrollado y

aplicado en los ultimos 5 afos encuestas referentes al consumo de alimentos,
cada vez con un creciente nivel de detalle. El recordatorio del consumo de
alimentos en las ultimas 24 h ha sido propuesto como el método estandar de
eleccion. Este método ha sido utilizado para evaluar la exposicion de nifios y
adultos a varias micotoxinas (Sizoo y Van Egmond, 2005; Bakker et al., 2009;
Dubuisson et al., 2010; Haighton et al., 2012; Hassan y Kassaify, 2014).

Entre estos estudios se han destacado los realizados en bebés, nifios y
adolescentes porque representan los principales grupos de riesgo y la poblacion
mas vulnerable (Hernandez y Navarro, 2010; Meucci et al., 2010; Rubert et al.,
2011). Se sospecha que los pacientes celiacos presentan una exposicion mayor a
las aflatoxinas, ya que la mayoria de los alimentos a base de cereales sin gluten
reemplazan la harina de trigo por harina de maiz (Cano-Sancho et al., 2011,

2012, 2013; Dall’ Asta et al., 2012).

Se han realizado estudios de dieta total (TDS) para proporcionar
estimaciones mas exactas de contaminacion por grupos de alimentos que
consume la poblacién o grupo de individuos. Uno de los estudios pioneros en
aplicar la TDS fue un estudio francés que incluia aflatoxinas (AFB;, B,, G y
G;) y la AFM,, ocratoxina, patulina, tricotecenos, (diacetoxiscirpenol,

monoacetoxiscirpenol, neosolaniol, HT-2, T-2, T2 triol), 3-acetildeoxinivalenol,



15-acetildeoxinivalenol, DON, fusarenona X, Nivalenol (NIV), Zen vy
fumonisinas (FB; y FB,) (Leblanc et al., 2005), y se ha repetido mas
recientemente afiadiendo varias micotoxinas emergentes (Sirot et al., 2009 y
2013). Otro estudio basado en TDS se ha llevado a cabo en Catalufa para
evaluar la exposicion de los grupos mas vulnerables a las principales

micotoxinas (Cano-Sancho et al., 2012a, b).

A pesar de que el nivel de aflatoxinas de 0,5 ug/kg ha sido considerado
como seguro tanto por diversos paises a nivel mundial, estudios realizados por
Gimeno y Martins (2006, 2011), demuestran lo contrario. La TD50 (dosis de
micotoxina con la cual el 50% de los individuos pueden desarrollar tumores
malignos) para la AFM; es de 10,38 ug/kg de peso corporal/dia, que dividida por
un factor de seguridad 5000, nos daria un valor de 2 ng/kg de peso corporal/dia
(Gimeno, 2002) que podriamos atribuir a la ingesta diaria de AFM,; que puede
ser tolerada (TDI = 2 ng/kg de peso corporal/dia). Si considerdramos que toda la
leche consumida tuviera una contaminacién con AFM; de 0,05 ug/kg (nivel
maximo permitido en la UE) o de 0,5 ug/kg (nivel méximo permitido en EEUU
y otros paises), la ingesta de AFM; en la dieta seria estimada en 15 y 150 ng de
AFM,/persona/dia (0,015 y 0,150 (ug/persona/dia) respectivamente (JECFA,
2001; WHO, 2002). Considerando una persona de 50 kg de peso, la ingesta de
AFM,/kg de peso corporal/dia seria de 0,3 ng y 3 ng respectivamente para los
dos niveles maximos permitidos e indicados anteriormente. Por lo tanto, el
segundo valor estaria por encima de la TDI de AFM,, lo cual refuerza la
necesidad de la aplicacion del principio ALARA (As Low As Reasonable), que
indica que para este tipo de carcindgenos no hay una dosis maxima por debajo
de la cual no se producen tumores malignos, por lo que el nivel de exposicion
deberia ser cero para tener un riesgo nulo de padecer cancer de higado que

pudiera ser provocado por las aflatoxinas en general (Haighton et al., 2012).

1.5 NORMATIVA

La Food and Drug Administration (FDA) establece niveles de
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concentracion para AFB; de no mas de 20 ug/kg para alimentos de consumo
humano (Park, 1993), y varian entre 2 y 8 ug/kg para AFB, y de 4 a 15 ug/kg
para AFB;, AFB,, AFG, y AFG,, dependiendo de los diferentes géneros
alimenticios (cacahuetes, frutos de cascara, frutos secos y productos derivados
de su transformacion, cereales y productos derivados de su transformacion) tanto
si son utilizados para consumo humano directo o como para ingredientes de los
productos alimenticios (Van Egmond, 1999). La legislacion también incluye en
estos géneros alimenticios, aquellos que son sometidos a procesos de seleccion o
bien a otros tratamientos fisicos antes del consumo humano directo o como
ingredientes de productos alimenticios y tiene en cuenta que €s0s procesos
pueden reducir la concentracion original de AFB,. Se especifica también que
esas concentraciones maximas admisibles se refieren a la parte comestible,
excluyendo pues la cascara en los géneros alimenticios que la tienen. La
legislacion de la Union Europea (UE) también establece niveles maximos
permitidos de 5 ug/kg para AFB, y de 10 ug/kg para AFB;, AFB,, AFG; y
AFG,, en algunas especias. En el caso de alimentos infantiles y alimentos
elaborados a base de cereales para lactantes y nifios de corta edad y alimentos
dietéticos destinados a usos médicos especiales dirigidos especificamente a los
lactantes, la concentracion maxima permitida de AFB; es de 0,10 ug/kg (referido
a materia seca cuando se trata de alimentos infantiles y alimentos elaborados a

base de cereales).

El nivel maximo permitido de AFM; en leche liquida, deshidratada o
producto lacteo, varia de un pais a otro y depende, en gran medida, de

consideraciones econdmicas (Stoloff ez al., 1991).

La legislacion en la UE establece los niveles méximos admisibles en 0,05
ug/kg (0,05 ppb) para AFM; en leche (leche cruda, leche para la fabricacion de
productos lacteos y leche tratada térmicamente). En el caso de preparados para
lactantes, preparados de continuacion (incluidas la leche para lactantes y la leche
de continuacion), y alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales
dirigidos especificamente a los lactantes, la concentraciéon maxima permitida de

AFM, es de 0,025 ug/kg (Commission Regulation, 2006).

En otros paises (Australia, Holanda, Rumania, Suiza, EEUU) las



concentraciones maximas admitidas para la AFM; en la leche y productos
lacteos varian entre 0,01 y 0,5 ug/kg, dependiendo del pais y del alimento lacteo.
Es de destacar que en Suiza y Brasil, los alimentos lacteos para nifios tiene un
limite de contaminacién con AFM; de 0,01 ug/kg y que en Australia y EEUU
(Estados Unidos de América) la concentraciéon maxima de AFM,; permitida en la
leche es de 0,5 ug/kg. No hay legislacion para la AFM,; en quesos ni
mantequilla, sin embargo Holanda tiene establecido un maximo de tolerancia de
0,2 y 0,02 ug/kg, respectivamente. Algunos paises como Austria y Suiza tienen
un limite de AFM; para quesos de 0,25 ug/kg (Smith et al., 1994; CAST, 2003).
La norma adoptada en EEUU para AFM; en la leche, lo ha sido también para
algunos paises de la América Latina, entre ellos los que forman parte de
MERCOSUR (Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay) (GMC, 2002). Vemos
pues que en el caso de EEUU vy otros paises, el nivel de tolerancia para AFM; en

la leche es 10 veces superior al de la UE.

La regulacion en paises como Estados Unidos, Brasil y México, establece
como maximo nivel aceptable para AFM; en leche cruda, leche tratada
térmicamente y producto lacteo, de no mas de 0,5 ug/kg (Creppy, 2002; NOM-
243-SSA1, 2010; ANVISA, 2011). Sin embargo, ni la regulacion en Estados
Unidos ni la norma oficial mexicana hacen mencion especifica a niveles

aceptables de AFM, para formulas infantiles ni para formulas de continuidad.

Para las otras aflatoxinas, en paises como Australia, Canada, Colombia,
Hungria, India, Japon, México, Cuba, Tailandia y EEUU, también existen
niveles maximos de tolerancia que oscilan entre 5 y 30 ug/kg para AFB; y para
la suma de las cuatro aflatoxinas, dependiendo del pais y del alimento en
cuestion (frutos de cascara y productos derivados, cacahuates, todos los géneros
alimenticios), destacando a la India con el nivel de tolerancia mas alto (30 ug
AFB//kg para todos los géneros alimenticios) y a México y EEUU con el nivel
de tolerancia mas alto para la suma de las cuatro aflatoxinas (20 ug/kg en todos
los géneros alimenticios) (Yousef, 1986; Smith er al., 1994; Unusan, 2006;
Zinedine, 2007).
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1.6 METODOS DE TRATAMIENTO PARA EVITAR LOS EFECTOS DE LAS
MICOTOXINAS
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Idealmente, la mejor manera de prevenir la contaminacién por
aflatoxinas en la cadena alimentaria es la adopcion de practicas agricolas
mejoradas y el control de las condiciones de almacenamiento de los productos.
Sin embargo, dificultades practicas para prevenir eficazmente la contaminacion,
asi como la estabilidad que presentan las aflatoxinas en condiciones normales
del procesamiento del alimento, han llevado a la investigacion sobre los métodos
de destoxificacion que sean seguros, eficaces, amigables con el medio ambiente
y un balance positivo costo-beneficio (Wu et al., 2009). La detoxificacion de las
micotoxinas se refiere al conjunto de tratamientos posteriores a la cosecha
dirigidos a eliminar o reducir los efectos toxicos de las toxinas sobre los
animales. Las estrategias pueden dividirse en tres, como son las fisicas, quimicas
y microbioldgicas destinadas a destruir, modificar o adsorber las micotoxinas, y

por lo tanto eliminar o disminuir sus efectos toxicos (Farzaneh et al., 2012).

Métodos quimicos

Entre los métodos quimicos, se ha utilizado la amonizacion y
nixtamalizacion. Otros agentes utilizados han sido los agentes oxidantes
(peréxido de hidrégeno, ozono), o algunos acidos y alcalis (Scott, 1998). Sin
embargo, no existen informes detallados disponibles sobre los efectos
secundarios del uso de estos agentes (Bhat et al, 2010), o en algunos casos
como los bisulfitos o el 0zono, su uso en piensos no es econémicamente factible.
Solamente la amonizacién mediante hidroxido de amonio o gas amonio, ha sido
desarrollada a escala industrial en algunos paises para su uso con alimentos para
animales (Driehuis et al., 2010; Luo et al., 2014), obteniéndose resultados

aceptables.

Algunos esfuerzos se han dirigido a eliminar o reducir el impacto de las

micotoxinas en los animales mediante el uso de diferentes productos adsorbentes



1.6.2

(Ramos et al., 1996; Di Natale et al., 2009). En la actualidad, la utilizacién de
adsorbentes de micotoxinas en el contenido digestivo es el método considerado
de eleccion en la proteccion de los animales frente al consumo de ingredientes
contaminados. Los sustratos mds utilizados son los aluminosilicatos (zeolitas
naturales) (Harvey et al., 1993), clinoptilolita, aluminosilicatos de sodio y calcio
hidratados (HSCAS) (Kubena et al., 1990; Huff et al., 1992; Jindal et al., 1993),
bentonitas naturales, (Santurio et al., 1999), carbon activado (Edrington et al.,
1997) o diferentes polimeros especiales (Huwig et al, 2001). Sin embargo,
debemos destacar también el riesgo de que algunos adsorbentes pueden fijar
algunos micronutrientes y reducir la biodisponibilidad de algunos minerales y

vitaminas (Yiannikouris y Jouany, 2002).

Recientes estudios se han enfocado en la utilizaciéon del ozono en un
esfuerzo para desarrollar un método efectivo, rdpido y seguro para la
degradacion de AFB, en cultivos de cereales (Luo ef al., 2014). El ozono ha sido
utilizado en diversos productos, tales como cacahuate, cereales, tabaco y ha sido
aplicado en forma de gas o en forma de ozono acuoso (Naguib ef al., 2011; de
Alencar et al., 2012; Diao et al., 2013). Se ha aplicado una capa de ozono en el
procesamiento de granos o en el transportador de granos de tornillo modificado
para tratar plagas de insectos, hongos contaminantes y aflatoxinas (Tiwari ef al.,

2010; McDonough et al., 2011; Luo et al., 2013).

Métodos bioldgicos

El control biolégico es un recurso disponible prometedor para reducir la
acumulacion de aflatoxinas, que consiste en utilizar cepas no-toxigénicas de
Aspergillus para reducir la incidencia de hongos productores de la toxina a
través del desplazamiento competitivo (Dorner, 2004; Abbas et al., 2009) y que

evita el uso de transgénicos.

La descontaminacion biologica mediante la utilizacion de
microorganismos es otra de las estrategias utilizadas. Algunas bacterias lacticas
o levaduras como Saccharomyces cerevisiae, Flavobacterium aurantiacum,

Rhizopus, spp, Neurospora sitophila, cepas de bacterias probidticas como
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Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus johnsonii y
Bifidobacterium bifidum y microorganismos del rumen, que se utilizan
ampliamente en la fermentacién de los alimentos (Shetty y Jespersen, 2006;
Hernandez-Mendoza et al., 2010; Bovo et al., 2012) poseen estructuras de pared
con capacidad para adherir micotoxinas (Stanley et al., 1993; Yoon y Baeck,

1999; Celik et al., 2003; Serrano-Nino et al., 2013).

Estudios realizados con células muertas por calor de S. cerevisiae
combinada con un grupo de bacterias acido lacticas, como Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus, Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium lactis,
demuestran una capacidad de ligar el 100% de aflatoxina, mostrando una
potencial aplicacion para reducir la concentracion de AFM; en la leche

(EIKhoury et al., 2011; Farzaneh et al., 2012; Corassin et al., 2013).

Métodos fisicos

Algunos métodos fisicos utilizados para la inactivacion de las
micotoxinas son la utilizacién de elevadas temperaturas, los rayos UV y X o las
irradiaciones con microondas (Samarajeewa et al., 1990; Scott, 1998; Liu et al.,
2011). Otros métodos que pueden resultar efectivos son la limpieza de las
semillas, su fraccionamiento mediante cribados y la extrusion. Sin embargo, la
mayoria de estas técnicas son poco practicas, no eficientes en su totalidad o
pueden disminuir el contenido en micronutrientes de los alimentos (Kubena et

al., 1998).

1.7 PRESENCIA DE AFLATOXINAS EN LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

48

La AFM,; es un metabolito hidroxilado de la AFB,, que se puede
encontrar en la leche de animales que son alimentados con piensos que
contienen maiz u otros cereales contaminados con AFB;. Los productos de maiz
y derivados, son los alimentos més contaminados, por lo tanto el analisis de los

factores de riesgo de contaminacion de aflatoxina B; en maiz es necesario para



evaluar el riesgo de contaminacion con AFM; en leche y productos lacteos

(Prandini et al., 2009; Bilandzic et al., 2010; Chen, 2011).

La AFM; es excretada en la leche y la orina (Lei et al., 2013). El
consumo de leche contaminada con AFM; por los seres humanos, especialmente
los recién nacidos y los nifios, es de considerable interés (Oveisi et al., 2006;
Alvito et al., 2010), especialmente cuando se considera que la AFM; se excreta
en la leche materna (Saad et al., 1995; Ghiasian et al., 2007; Piekkola et al.,
2012). Por lo tanto, la presencia de AFM; en la leche y los productos lacteos
pueden representar una amenaza para todo los nifios que son considerados como

los mayores consumidores de leche y productos lacteos (Kim et al., 2000).

La AFM, puede ser detectada en leche y productos lacteos de 12 a 24 h
después de la primera ingestion de AFB, (Lopez et al., 2003). Algunos autores
opinan que la AFM; es relativamente estable durante los procesos de
pasteurizacion y la preparacion de varios productos lacteos (Lopez et al., 2003;
Fallah, 2010; Anfossi et al., 2012), mientras que otros autores comentan que
durante el procesamiento y almacenaje, la AFM, presente en la leche no es

estable y homogénea (Kaniou-Grigoriadou et al., 2005).

La AFM, es estable en algunos quesos, yogures, leche pasteurizada,
leche desnatada o entera y helados (Atasever et al., 2011; Elkak et al., 2012; Tha
et al., 2013). En procesos de pasteurizacion lenta, pasteurizacion rapida y
proceso de esterilizacion, la concentracion de contaminacion original de la leche
cruda permanece practicamente inalterada (Yousef, 1986; Unusan, 2006;
Zinedine, 2007; Atasever et al., 2010; Tabari et al., 2013). Teniendo en cuenta
su estabilidad al calor, estas sustancias constituyen un riesgo potencial para la

salud humana y animal (Zinedine y Maiies, 2009; Fernandez et al., 2012).

1.8 METODOS DE ANALISIS DE AFM;,

Un buen resultado depende de una buena muestra, pues ese resultado sera
tan bueno como lo sea la muestra. Asi, el Consejo para el Fomento de la Calidad

de la Leche y sus Derivados, (COFOCALEC, http://www.cofocalec.org.mx)
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organismo privado sin fines de lucro elabora, actualiza, expide y cancela normas
mexicanas en el area de productos, equipos, procesos, servicios y métodos de
prueba de leche y sus derivados. Las normas NMX-F-718-COFOCALEC-2006
y la NMX-F-712-COFOCALEC-2005 describen respectivamente la “Guia para
el muestreo de leche y productos lacteos” y los “Métodos de prueba”, seglin se

expone a continuacion:

Muestreo

El muestreo de leche y productos lacteos tiene por objeto la obtencion de
una muestra representativa del lote o partida de los mismos, la cual puede
tomarse a lo largo de la cadena completa de produccion para diferentes
propdsitos, como determinar la aceptacion de un lote, estimar el control del
entorno en el que se produjo o elabord el producto, estudiar el origen de un

problema, validar el proceso, evaluar el cumplimiento con una norma, etc.

a) Muestreo de productos fluidos

Las instrucciones de este punto pueden aplicar, segiin sea el caso, a la
leche cruda, leche tratada térmicamente, leche fermentada, crema, suero liquido

y productos similares.

En productos contenidos en pipas o grandes recipientes, el producto se
debe mezclar con agitacion manual, mecénica, eléctrica o mediante aire

comprimido limpio, hasta obtener una buena homogeneidad.

Para productos almacenados en tanques de almacenamiento equipado con
un sistema programado de agitacion periodica, la muestra se puede extraer

después de 1 a 2 min de agitacion.

Para productos contenidos en botes o tarros, se debe introducir
cuidadosamente el agitador hasta el fondo del recipiente, evitando derramar el
producto y subirlo rdpidamente para producir un movimiento desde el fondo

hasta la superficie. Este movimiento vertical debe ser suficiente para asegurar



1.8.2

1.8.3

que el producto se mezcle apropiadamente y no quede grasa adherida al cuello

del recipiente.

b) Muestreo de leche en polvo y otros productos lacteos en polvo

Durante el muestreo de la leche contenida en sacos, debe evitarse que el
producto absorba humedad del ambiente y deben considerarse las condiciones de

asepsia necesarias para evitar su contaminacion.

Para la toma de muestras previamente se debe limpiar y desinfectar la
zona de muestreo y posteriormente hundir o introducir el instrumento de
muestreo limpio y seco a través del producto hasta el fondo. Efectuaremos una o

varias tomas hasta obtener la cantidad de muestra suficiente para el analisis.

En productos preenvasados debemos extraer del lote y en forma aleatoria,
el nimero de envases representativos del lote y necesarios para el analisis

(NMX-F-718-COFOCALEC-2006).

Preparacion y extraccion

Posterior a un proceso de desnatado de la muestra de leche, la aflatoxina
M, es extraida por aplicacion de la porcion de prueba (leche liquida o leche
deshidratada reconstituida) a una columna de inmunoafinidad, la cual contiene
anticuerpos monoclonales especificos ligados a un material de soporte sdlido.
Asi como la muestra pasa a través de la columna, los anticuerpos selectivamente
se ligan a la AFM, presente, para formar un complejo antigeno-anticuerpo. Los
otros componentes de la matriz de la muestra son retirados de la columna con
agua destilada. Finalmente la AFM;, es eluida de la columna con acetonitrilo y
cuantificada por cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa con

deteccion de fluorescencia (NOM-243-SSA1, 2010).

Cuantificacion de micotoxinas

Hasta la fecha la AOAC ha evaluado 793 métodos analiticos de los

cuales 692 se aplican a aflatoxinas (B1, B2, Gi, G2 y M;) y 101 al resto de las
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micotoxinas, (fumonisinas B, y B,, deoxinivalenol, ocratoxinas A y B, patulina,
esterigmatocistina, zearalenol y zearalenona) (Horwitz, et al., 1993; Maragos y

Busman, 2010).

Los métodos de cromatografia en capa fina (TLC), el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) y la cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC), son métodos rapidos, sencillos, especificos, sensibles y
portatiles, que se han convertido en los métodos rdpidos de andlisis mas
comunes para la deteccion de micotoxinas en los alimentos (Trucksess, 2001,
Goryacheva et al., 2009; Guan et al., 2011). En los ultimos 20 afos, la
importancia y la aplicacion de los inmunoensayos, especialmente ligado a
enzimas (ELISA), ha crecido significativamente (Lee et al., 2004; Kav y Kaan,
2011). El uso de métodos de ELISA para la deteccion de AFM; es rapido, fiable
y rentable y se ha incluido en la recopilacion oficial de los procedimientos de
prueba por el Consejo Federal Aleman de Salud (Kaniou-Grigoriadou et al.,
2005; Fang et al., 2011). El kit de prueba ELISA se ha hecho muy popular
debido a su relativamente bajo costo y fécil aplicacion y sus resultados podrian
ser comparables con los obtenidos por otros métodos convencionales tales como

TLC y HPLC (Zheng et al., 2004, 2005, 2005a; Pirestani et al., 2011).

Otros métodos que han sido utilizados para cuantificar AFB, Ba, G y G2
se basan en una etapa de extraccion, seguida de un proceso acoplado de
cromatografia liquida - electrospray - analizador de cuadrupolo - analizador de
tiempo de vuelo - espectometria de masas en tandem (LC-ESI-QTOF-MS/MS)
(Beltran et al., 2009 y 2011; Sulyok et al., 2010; Wang et al., 2010 y 2011; Ahn
et al., 2012; Sirhan et al., 2013). Asimismo, se han propuesto métodos de
deteccion multiple para evaluar el nivel, simultdineamente, de una amplia gama
de micotoxinas y metabolitos en diversas matrices bioldgicas, como
herramientas prometedoras de multiple biomonitoreo (Solfrizzo et al., 2011;
Beltran et al., 2011; Njumbe et al., 2011; Oueslati et al., 2012; Warth et al.,
2012b; Mathias et al., 2012; Mades et al., 2013; Huang et al., 2014).

Los métodos basados en PCR, particularmente aquellos basados en
secuencias diana de mdltiples copias, son una buena alternativa para el

diagnostico rapido. Sin embargo, dado que las matrices de alimentos pueden



contener inhibidores de las reacciones de PCR, necesitan ser probados y
optimizados en base a la matriz (Sarwar, 2002; Sardifias et al., 2010 y 2011;
Dingkaya et al., 2011).

Debido a la diversidad quimica entre las micotoxinas, su andlisis se
realiza generalmente a través de la determinacion del compuesto en cuestion o
bien para un grupo de micotoxinas por HPLC acoplada a un detector UV o de
fluorescencia, o por cromatografia de gases (GC) mediante deteccion de captura
de electrones después de los procedimientos de extraccion y limpieza especifica
extensos (Zollner et al., 2006; Krska y Molinelli, 2007; Di Mavungu et al.,
2009; Frenich et al., 2009; Kanungo et al., 2011).

Se han desarrollado también métodos de inmunoensayo por deteccion de
fluorescencia polarizada para la determinacion de aflatoxinas en granos y de
inmunoensayo enzimatico ultrasensible por quimiluminiscencia para analisis de

AFM;, en leche (Sarwar y Jolley, 2002; Magliulo et al., 2005; Li et al., 2011).

Algunos otros métodos que han sido reportados para el andlisis de
aflatoxinas incluyen las minicolumnas (AOAC, 1990), que son tubos de cristal
de 6 mm de didmetro y 190 mm de largo que se llenan con albiimina, florisil y
sulfato de sodio, donde queda atrapada la aflatoxina entre las capas de albimina

y florisil, dando una banda detectable por fluorescencia.

Los métodos instrumentales complementan a los procedimientos antes
mencionados para aumentar el poder resolutivo y deteccion de las aflatoxinas.
Entre éstos estan los densitometros (299-800 nm) que se aplican en la deteccion
y cuantificacion de aflatoxinas u otras micotoxinas una vez realizada la TLC y
visualizada por la fluorescencia que emite la propia sustancia al hacer incidir la
luz ultravioleta (Wu et al., 1990). Otro es el espectrometro de masa que puede
utilizarse solo o en combinacidn con la cromatografia liquida (Kostiainen, 1991;

Kostiainen y Kuronen, 1991; Hurst et al., 1991; Capiello ef al., 1995).

Los bioensayos, dentro de los métodos bioldgicos, se emplean como
métodos complementarios de los procedimientos fisicoquimicos para determinar
la actividad biologica de las aflatoxinas (teratogenicidad y mutagenicidad). Estas

incluyen cultivos de tejidos de embrion de pollo (Prelusky et al., 1987), método
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que ha sido oficializado por la AOAC para la confirmacion de la toxicidad de la
aflatoxina B; (AOAC 1990). Asimismo, en los bioensayos se incluyen animales
de laboratorio y microorganismos, en los cuales se impregnan discos de papel
filtro con bacterias como método confirmatorio para el diagnostico de las
aflatoxinas, similar al empleado en la determinacion de la sensibilidad a los

antibioticos.

LA LECHE

La leche de vaca es un producto alimenticio de excelencia por sus
cualidades nutritivas. En la Tabla 1.4 se muestra la clasificacion de los
principales componentes de la leche, que son los que se encuentran en mayor

cantidad.

Tabla 1. 4. Composicion aproximada de la leche.

Contenido Contenido medio
Componentes medio en la Intervalo sobre extracto
leche (% p/p) seco
(%o p/p) (%o p/p)

Agua 87,1 85,3 - 88,7
Soélidos no grasos 8,9 7,9-10,0
Grasa sobre extracto seco 31 22 -38
Lactosa 4,6 38-53 36
Grasa 4,0 2,5-5,5 31
Proteina 3,25 23-44 25

Caseina 2,6 1,7-3.,5 20
Sustancias minerales 0,7 0,57 - 0,83 5,4
Acidos organicos 0,17 0,12-0,21 1,3
Varios 0,15 1,2

Fuente: (Walstra et al., 2001).



Evidentemente, la cantidad (en gramos) no es lo esencial en todos los
aspectos. Por ejemplo, compuestos minoritarios como las vitaminas, tienen una
gran importancia desde el aspecto nutritivo, las enzimas como catalizadores de
las reacciones, y algunos componentes minoritarios que estan en cantidades
traza, contribuyen decisivamente al sabor y aroma de la leche (Astiasaran y

Martinez, 2003).

La lactosa es el carbohidrato caracteristico de la leche. Es un disacarido
compuesto por glucosa y galactosa. La materia grasa esta constituida
fundamentalmente por triglicéridos y pequefias cantidades de otros lipidos, como
fosfolipidos, colesterol, acidos grasos libres y diglicéridos. Las proteinas de la
leche son caseinas que, a su vez, estan constituidas por una mezcla de
aproximadamente 10 proteinas diferentes. El resto corresponde esencialmente a
las Illamadas proteinas del suero y ademas hay algunas otras proteinas
minoritarias, como las enzimas (Walstra et al., 2001). Una porcion de leche (un
vaso de 240 mL) es fuente de minerales, pues aporta el 12% de la
recomendacion establecida para el zinc y el 33% de la recomendacion de fosforo
y calcio. Con respecto a vitaminas, esta misma cantidad de alimento (240 mL) lo
hace muy buena fuente de riboflavina (35%), vitamina B, (48%) y vitamina A
(20%) y fuente de vitamina D (15%). En algunos paises también es fuente de
hierro (18%) y de acido folico (10%). Los dcidos orgdnicos se encuentran como
iones o como sales; el mas abundante es el citrato. Ademas, la leche contiene
muchos otros componentes misceldneos en cantidades traza. El total de los

componentes, exceptuando el agua, constituye el extracto seco de la leche

(Walstra et al., 2001).

La leche y sus derivados, desempenan un papel fundamental en la
alimentacion humana, ya que el consumo incrementa la masa dsea durante el
crecimiento y ayudan a reducir la pérdida 6sea en adultos (Lawrence, 2007). Las
Indicaciones Alimenticias (Nestel et al., 2005) para estadounidenses afirman que
“Los adultos y los nifios no deben evitar la leche y los productos ldacteos por
temor a que los mismos puedan ocasionar aumento de peso”. Estudios y
ensayos clinicos controlados sugieren que el consumo de leche rica en calcio,
ayuda a mantener un peso sano (Miller et al., 2007). También se presenta menor

riesgo de enfermedades cardiovasculares (Elwood et al, 2004), y es no-
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cariogénica (Bowen, 2002; Moynihan y Peterson, 2004). El hombre obtiene la
leche de varios animales para su propia alimentacion. Con el término /eche se
distingue la leche de vaca y si se trata de otros animales, se especifica la especie

utilizada como leche de cabra, por ejemplo.

Desarrollo de la industria lactea en México

La ganaderia lechera fue introducida en México por los espafioles y
cumpliéo un papel fundamental en la extension del territorio dominado. Se
menciona que en el afio 1560 ya existian en el territorio 100000 cabezas de
ganado bovino, que se incrementaron a 10,5 millones en tan sé6lo 60 afios (1620)

(Simpson, 1952).

La leche y los productos lacteos son alimentos con un alto valor nutritivo,
razén por la que su consumo ha sido muy extendido desde las antiguas
poblaciones nomadas, que consideraban al rebafo su mayor riqueza, hasta los
habitantes de grandes ciudades industriales de hoy, que cuentan con un alto nivel
econémico, para quienes las empresas transformadoras (por lo general
transnacionales), ofrecen cada dia una gama de nuevos productos derivados, con

el fin de aumentar de manera permanente, el consumo de lacteos (Pinard, 1988).

En México, el comercio de leche y su transformacion se da en un primer
momento en pequenas regiones y en cantidades excedentes que eran vendidas
después de satisfacer el autoconsumo. El hecho de ser la leche un producto
altamente perecedero, implicaba —en la época en que no habia medios de
conservacion y transporte rapidos y especializados— que ésta tuviera que ser
transformada en establecimientos situados a una distancia corta de las zonas de

produccion y distribuida de manera inmediata (Garcia, 1996).

A principios del siglo XIX, es la poblacion infantil de EEUU el principal
estrato de consumidores, sobre todo en los casos de orfandad o por problemas en
la produccion de leche materna. De la manera como se configuran las ciudades,
a sus alrededores se van creando areas productoras de alimentos, y en el caso
particular de la leche, se asocid su consumo con posiciones ideoldgicas y

religiosas (LICONSA 1987).



A fines del siglo XIX, se inventa la desnatadora centrifuga en Suecia. La
leche se recolectaba entera entre los productores y en un principio se les
devolvia ya desnatada (LICONSA, 1987). A partir de ésta, las industrias
empezaron a desarrollar nuevos productos, como la caseina y la leche en polvo.
Con el progreso del consumo de productos alimenticios elaborados y el
surgimiento de medios de transporte y vias de comunicacion rapidas, se dio la
instalacion de nuevas industrias de transformacion en la periferia de las ciudades

y en los suburbios, generalmente cerca de las vias férreas (LICONSA, 1987).

El aumento en el consumo de leche fresca en las ciudades aprovisionadas
por los establos y lecherias de la periferia, y la promulgacion de reglamentos
cada vez mas estrictos relativos a la higiene del producto, tienen como
consecuencia el aumento en el interés por el tratamiento y distribucion de leche
fluida. La puesta en practica de técnicas de pasteurizacion, favorece
enormemente esta nueva actividad y amplia en forma considerable el papel
comercial de las empresas que van a dedicarse diariamente a la reparticion de
leche de consumo, en diferentes formas y presentaciones, inclusive a la puerta

del propio consumidor (Garcia, 1996).

Para principios del siglo XX, ya se localizaban zonas lecheras alrededor
de las ciudades de México, Guadalajara y Monterrey y es hasta después del
porfiriato, que la ganaderia adquiere un cardcter mercantil (Lopez, 1969).
Después de la revolucion mexicana, era comun que la distribucion de la leche
fuera realizada por los mismos productores y por pequefos comerciantes en
“bidones” que se vendian al menudeo de casa en casa y sin el menor control
sanitario. Se asumia que la calidad de la leche era adecuada porque estaba
“fresca”, es decir, que se habia ordenado esa misma mafiana. Por lo regular se
hervia y con eso se consideraba garantizada su inocuidad. Sin embargo, la leche
era uno de los principales alimentos transmisores de enfermedades a los
humanos, como la tuberculosis y la brucelosis, y debido a ello, una de las
primeras legislaciones referidas a la produccion de leche, abordd precisamente
las condiciones sanitarias de los expendios del lacteo en la ciudad de México

(LICONSA, 1987).

En la década de los cincuenta, en EEUU la leche es ya parte de la dieta
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del consumidor y en México se empiezan a dar los primeros pasos para
configurar lo que serian las cuencas lecheras y futuras abastecedoras del
alimento para los centros urbanos. Respecto al hato lechero, una quinta parte se
ubica en el estado de Jalisco; otras regiones importantes se localizan en Durango
y Coahuila (La Laguna), asi como en los estados de México, Chihuahua y
Veracruz, es decir, se trata de cuencas lecheras instaladas en torno a grandes

centros de consumo (LICONSA, 1987).

Calidad de la leche y productos lacteos segun la normativa Mexicana

Se define a la leche para el consumo humano como la secrecion natural
de las glandulas mamarias de las vacas sanas y bien alimentadas, que para esto
deberd excluirse el producto obtenido quince dias antes del parto y cinco dias

posteriores al mismo, o cuando tenga calostro (NOM-243-SSA1-2010).

La clasificacion de la leche pasteurizada y ultrapasteurizada para los

efectos de su venta al publico es la siguiente:

a) De Alta Calidad, es el producto final que ya envasado debera contener no
menos de 84 g/L. de solidos de leche no grasos y no menos de 33 g/L de

proteinas propias de la leche.

b) Preferente Especial, es el producto final que ya envasado deberd contener no
menos de 35 g/L. de grasa propia de la leche, no menos de 84 g/L. de solidos de

leche no grasos y no menos de 30 g/L de proteinas propias de la leche.

c) Preferente, es el producto final que ya envasado debera contener no menos de
30 g/L de grasa propia de la leche, no menos de 83 g/L de solidos de leche no

grasos y no menos de 30 g/L de proteinas propias de la leche.

d) Parcialmente Descremada es el producto final que deberd contener como
minimo 28 g/L de grasa propia de la leche y no menos de 30 g/L de proteina

propia de la leche.

e) Semidescremada o Light es el producto final que debera contener como



minimo 16 g/L de grasa propia de la leche y no menos de 30 g/L de proteinas
propias de la leche. Se le adiciona como minimo 4.000 U.IL. de vitamina A y

4.000 U.IL de vitamina D por litro.

f) Descremada es el producto final que debera contener menos de 5 g/L de grasa
butirica y no menos de 30 g/L de proteinas propias de la leche. (NOM-155-
SCFI1-2012).

Dentro de la norma, también se describen las “Formulas lacteas” y las
definen como un productos elaborados a partir de ingredientes propios de la
leche, tales como caseina, grasa, lactosueros, agua para uso y consumo humano,
con un minimo de 22 g/L de proteina de la leche y de ésta, el 70% de caseina,
puede contener grasa de origen vegetal en las cantidades necesarias para
ajustarlo a las especificaciones establecidas anteriormente. También se define el
“Producto lacteo combinado” como el producto elaborado a partir de sélidos
lacteos y otros ingredientes, el cual debe contener como minimo 15 g/L de
proteina propia de la leche y de ésta, el 70% de caseina, ademas de la cantidad

de grasa especificada en la etiqueta, que por lo general es de origen vegetal.

Las leches no pasteurizadas (crudas o broncas) se clasifican en “no

pasteurizada para consumo humano” 'y “no pasteurizada para uso industrial”

(NOM-243-SSA1-2010).

Para el interés del consumidor, es necesario saber cuando legalmente la
leche se considera “adulterada” y ello ocurre cuando se expende o suministre
con una clasificacion sanitaria diferente a la autorizada; también si su naturaleza,
composicion o caracteristicas sanitarias no corresponden a las clasificaciones del
reglamento, si ha sufrido un tratamiento que disimule su alteracion o encubra
defectos en el proceso. Si se le ha sustraido alguno o varios de sus componentes
normales, con excepcion de su contenido graso propio de la leche, que podran
estandarizarse al limite permitido por la ley, o se le ha agregado cualquier otra
sustancia, (a excepcion de las vitaminas A y D en la leche semidesnatada) sera

considerada adulteracion (NMX-F-026- 1997 SCFI).

La leche se le considera ‘“contaminada” cuando contiene

microorganismos patogenos, cuerpos extrafios, residuos de antibidticos,
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hormonas y microorganismos no patogenos, sustancias plaguicidas, metales
pesados, sustancias bacteriostaticas, bactericidas, radiactivas o cualquier
sustancia toxica en cantidades que rebasen los limites méaximos establecidos por

la Secretaria de Salud (NOM-243-SSA1-2010).

En México, el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Control Sanitario de Actividades, Establecimientos y Servicios, en su articulo
215 sefiala, entre otras disposiciones, que la leche para consumo humano debera

contener Unicamente grasa propia de la leche.

Diversos autores consideran que la adulteracion de la grasa lactea se hace
principalmente con fines econdmicos, ya que las grasas de sustitucién son mas
baratas que la grasa butirica. Las adulteraciones mds comunes se hacen con
aceites vegetales (coco, algodén, palma, soya, entre otros), sebo de vacuno,
manteca de cerdo y grasas sintéticas, y se preparan por hidrogenacion parcial o
transesterificacion de los anteriores. En conclusion, la incorporacion de solidos
no lacteos de origen vegetal o animal a productos como la mantequilla, quesos,
leches en polvo y leche fluida, entre otros, constituye una adulteracion del

producto lacteo (Fraga et al., 1980; Juarez, 1991).

1.9.3 Formulas infantiles
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La lactancia natural es la practica mas saludable para el binomio madre-
hijo, pero las estadisticas refieren que los menores de seis meses alimentados
exclusivamente con leche materna no llega al 40% (OMS, 2012). Solo el 38% de
los nifios menores de seis meses de edad en el mundo en desarrollo reciben leche
materna exclusivamente y solo el 39% de los nifios de 20 a 23 meses de edad se
benefician de la practica de la lactancia materna (UNICEF, 2009a). En la region
de Latinoamérica y el Caribe solamente alrededor de 40% de los nifios reciben

leche materna exclusiva durante 6 meses (UNICEF, 2009b).

Durante el siglo XX los avances cientificos y tecnologicos crearon otras
opciones de alimentacion infantil, mientras que se sucedian profundos cambios

en el estilo de vida occidental, entre los cuales podemos mencionar la alta



migracion a las zonas urbanas, separacion de las familias, aspiraciones sociales
de las mujeres, una mayor atencidon perinatal por parte de las instituciones
hospitalarias, aunado a una mayor publicidad de caracter comercial de formulas
infantiles o sucedaneos de leche materna, que influencié el comportamiento de
las madres y de los médicos, particularmente cuando las madres trabajadoras
requirieron el uso de la asistencia de guarderias, lo que favoreci6 e incremento el
uso de sucedaneos (Cuevas, 2010). Un factor que se ha identificado de gran
impacto en el abandono de la lactancia materna, fue la disponibilidad gratuita de

formulas lacteas.

En un estudio publicado en 1990 en la Revista de Salud Publica en
Meéxico referente al uso de sucedaneos se menciona que el Instituto Mexicano de
Seguro Social (IMSS) adquirié 19 millones de latas de leche anuales, de las
cuales menos del 1% se destinaron a los hospitales para su preparacion en los
bancos de leche y el resto se utilizd para las dotaciones mensuales de los
menores derechohabientes que se proporcionaron a través de unidades de

primero y segundo nivel, representando un gran gasto anual (Cuevas, 2010).

No obstante lo anterior, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) se
pronuncia a través de la recomendacion de que “todo lactante debe ser
alimentado exclusivamente al pecho materno durante los primeros seis meses de
edad”. En respuesta a esta disposicion en México fue emitida la NOM-031-
SSA2-1999 que se refiere a la atencion a la salud del nifio y la NOM-043-SSA2-
2005 que trata de la promocion y educacion para la salud en materia alimentaria
(Vandale-Toney ef al., 1992). Sin embargo, aunque la prevalencia de lactancia
materna ha aumentado en los ultimos afios en México, debido a la estrategia
conjunta OMS/UNICETF, la politica publica en el pais paralelamente implement6
la vision del Hospital Amigo del Nifo, practica que se realiza por primera vez en
Guadalajara, Jalisco. A pesar de que la practica de lactancia materna completa
durante seis meses es estimulada, ain es mas bien rara (Santos-Torres et al.,

2011).

Los sucedaneos de la leche materna son productos alimenticios que se
presentan como sustitutos parciales o totales de la leche humana. Es deseable

referirse a estos productos como formulas lacteas cuando el contenido de
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nutrimentos proceda principalmente de la leche de vaca. Las formulas lacteas de
inicio (FLI) se recomiendan para cubrir la totalidad de los requerimientos
nutrimentales de un lactante sano durante los primeros seis meses de vida

(Vasquez y Romero (2008).

A pesar de los esfuerzos de muchas instituciones por incentivar hacia la
lactancia materna, Navarro-Estrella et a/. (2003), mencionan que en nuestro pais
en los ultimos 30 afios se ha sufrido de una disminuciéon progresiva de la
lactacion materna exclusiva y una introduccion cada vez mas temprano de
sucedaneos de la leche materna. En la region norte de México estas

caracteristicas se dan con mayor frecuencia que en el sur y centro del pais.

Pese a que la UNICEF tiene lineamientos para favorecer la ingesta de
leche materna desde los primeros 30 min del nacimiento de un nifio, en los
hospitales mexicanos inhiben esta practica. En México, 7 de cada 10 mujeres
eliminan la lactancia materna, ya sea por que los ritmos laborales y las
condiciones inadecuadas en los centros de trabajo no permiten que la mujer
pueda amamantar a su hijo después de la cuarentena, provocando asi el uso de

sucedaneos.

La NOM-031-SSA2-1999 describe las indicaciones médicas mayores

para la sustitucion de la lactancia materna:

a) Enfermedades infecciosas como listeriosis neonatal, hepatitis B materna,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), varicela, tosferina,
tuberculosis activa y lesiones herpéticas o sifiliticas en el pecho
materno.

b) Precaucion extrema en enfermedades metabolicas, toxemia, uso de

drogas, tirotoxicosis materna con tratamiento anti-tiroideo.

Por otra parte paralelamente, la investigaciéon en México con respecto a
las micotoxinas, se ha enfocado principalmente a la presencia de AFB; en
cereales, especialmente el maiz, ya que es el cultivo mas importante de nuestro
pais (Torres et al., 1995; Loépez et al., 1995; Flores et al., 2003). Asimismo,

Carvajal et al. (2003) han realizado estudios sobre la situacién de la leche en



Meéxico con respecto a la presencia de AFB, y su metabolito aflatoxicol.

La presencia y niveles de AFM; en leche y productos lacteos en leche
cruda y con proceso térmico, se han analizado en las zonas del pais donde se
produce principalmente estos productos, como el estado de Jalisco, Guanajuato y
estado de México (Carbajal et al., 2003; Pérez et al., 2008; Reyes et al., 2009;
Urban et al., 2010; Landeros et al., 2012). En estos estudios no esta incluido el
norte del pais. Por otro lado, en ninguna de las investigaciones publicadas en
nuestro pais, se publica la ingesta diaria de AFM, en la poblacion en general o

por grupos de edad.

Por lo anterior, consideramos importante realizar un trabajo de
investigacion para determinar la presencia de AFM; en la leche y productos
lacteos que se ingiere por la poblacion del noreste del pais, asi como la ingesta
diaria de AFM; por grupos de edad. Asimismo, establecer el indice del riesgo

carcinogénico que se deriva de la ingesta de leche y productos lacteos.
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2.1 OBJETIVOS

En el presente trabajo, el objetivo general fue “Determinar la presencia
de aflatoxinas M, y B; en leche y producto lacteo que se consumen en el area
metropolitana de Monterrey (México) y establecer el riesgo potencial
asociado al consumo de estos productos”. Para la consecucion del mismo, se

establecieron los siguientes objetivos especificos

2.1.1  Realizar una prospeccion de la presencia de AFM; en leche y
producto lacteo que se comercializan en el drea metropolitana de

Monterrey (Nuevo Leon, México).

Para ello se realizo un primer muestreo de leches y producto lacteo y se
determind la presencia de AFM; por origen, tratamiento y clasificacion de
producto por tipo de grasa en la leche, mediante andlisis por la técnica de

ELISA.

2.1.2 Poner a punto la técnica oficial de andlisis de AFM; en leche,

producto lacteo y formulas infantiles por HPLC.

Se efectud el analisis de AFM; con estandares puros en HPLC con
detector de fluorescencia segiin la Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-
2010, realizando curvas de calibracion con matriz y sin matriz, a fin de

determinar el tiempo de retencion y su cuantificacion.

2.1.3 Adaptar y validar la técnica de andlisis oficial por HPLC descrita
para la cuantificacion de AFB; en cereales, en las matrices leche y

producto lacteo, incluyendo las formulas infantiles lacteas.

Se adaptd y validd la técnica de cuantificacion de AFB; por HPLC y
derivatizacion con acido trifluoroacético, segiin las Normas Oficiales Mexicanas
NOM-188-SSA1-2002 y NOM-247-SSA1-2008 descritas para cereales a las

matrices leche y producto lacteo, incluyendo las formulas infantiles lacteas,
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realizando las curvas de calibracion correspondientes a 8 niveles con y sin

matriz.

2.14 Cuantificar la presencia de AFM; en leche bronca (cruda), leche y
producto lacteo y formulas infantiles comercializados en el drea
metropolitana de Monterrey, (Nuevo Ledn, México) mediante el

método oficial cromatogrifico.

Para esto se realiz6 un segundo muestreo incluyendo muestras de leche
cruda facilitada por el Laboratorio Regional de la Unién Ganadera de Nuevo
Ledn, leche y producto lacteo obtenidos de supermercados y tiendas de
conveniencia, férmulas infantiles obtenidas de supermercados y farmacias. Se
cuantifico la presencia de AFM; mediante columnas de inmunoafinidad y
separacion y cuantificacion mediante técnica de HPLC con detector de

fluorescencia.

2.1.5 Cuantificar la presencia de AFB; en producto lacteo y formulas
infantiles y relacionarla con la adulteracion de estos productos con

grasa de origen vegetal.

Se cuantifico la presencia de AFB;, a fin de identificar una posible
relacion de la presencia de esta aflatoxina con la inclusion de grasa vegetal en

producto lacteo y formulas infantiles.

2.1.6 Determinar la ingesta diaria de AFM; por peso corporal y estimar el
indice de riesgo carcinogénico en la poblacion del estado de Nuevo
Leon (México), por grupos de edad asociado al consumo de leche,

producto lacteo y formulas infantiles.

Se analizaron los datos reportados en la ENSANUT 2012 (Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion 2012) de donde se tomaron los datos
correspondientes al estado de Nuevo Leodn, con respecto a peso corporal e

ingesta promedio diaria de leche en la poblacién y se relacionaron con los
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resultados obtenidos de AFM;. Asimismo, se realiz6 la estimacion del indice de

riesgo carcinogénico basado en la propuesta de Kuiper-Goodman (1994).
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3.1 DISENO EXPERIMENTAL: ACTIVIDADES, MOTIVOS Y
JUSTIFICACION

3.1.1 Prospeccion de la presencia de AFM; en leche y productos lacteos. Primer
muestreo

En México los esfuerzos
que se han realizado en la
determinacion de aflatoxinas se
han centrado principalmente en la
presencia de AFB,; en cereales,
sobre todo en maiz, dada la
| veneracion que desde tiempos
precolombinos se tiene en la

mitologia azteca por Centéotl

(ndhuatl: cinteotl, ‘dios del

maiz’ ‘cintli, maiz; teotl, dios’,

Figura IIL.1. Centéotl Dios del maiz

ver Figura II1.1). Es por ello que en
la literatura se encuentran escasas referencias acerca de la presencia de AFM; en

leche en México, sobre todo en la regioén noreste del pais.

En México, las leches liquidas mas comercializadas reciben procesos
térmicos de pasteurizacion y esterilizacion UHT, observandose una mayor
presencia de esta ultima en el mercado. En el proceso de pasteurizacion, la leche
se somete a condiciones minimas de temperatura de 72 °C por un periodo de 15
s, mientras que en la esterilizacion UHT el proceso térmico se realiza de 135 a

149 °C por 2 a 8 s (NOM-243-SSA1-2010).

Cabe destacar que Nuevo Leon (México) no es un estado productor de
leche, por lo que es necesario buscar opciones de abastecimiento en otros
estados del pais y al ser un estado fronterizo, se facilita el hecho de importar

leche de Estados Unidos de Norteamérica y en ocasiones, de otros paises.

Es por ello que se realiz6 un andlisis prospectivo de la presencia de

AFM; en leche y productos lacteos que se comercializan en el érea
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metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon (México), para lo cual se realizé una
recoleccion entre los meses de febrero a mayo de 2008, de 84 muestras de leche
y producto lacteo fluidas, de las cuales 20 fueron pasteurizadas y 64 esterilizadas
UHT, procedentes de supermercados, camiones repartidores y tiendas de
conveniencia del area metropolitana. Las leches correspondieron a 27 marcas
comerciales, con fecha de caducidad vigente. Las muestras se trasladaron en
neveras isotermas en su envase original hasta el laboratorio para ser analizadas.
Las leches pasteurizadas se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C, mientras que
las UHT estuvieron a temperatura ambiente. La leche no permanecid

almacenada mas de 24 h antes de su analisis.

Las leches analizadas procedieron en un 35% del estado de Durango,
donde se encuentra la comarca lechera de nuestro pais, el 18% provino del
estado de México y el 19% del estado norteamericano de Texas. Las leches
restantes, en menor proporcion, se elaboraron en diversos estados de la
republica: Aguascalientes, Jalisco y Guanajuato con el 8, 7 y 6%,
respectivamente, Baja California, Coahuila, Hidalgo y Puebla con 1% cada uno,

y Nuevo Ledn participd localmente con el 2% de la leche comercializada.

De estas muestras analizadas, el 81% contenian grasa butirica y el 19%
fueron elaboradas con grasa vegetal, de ahi su denominacién como producto
lacteo, segin lo establece la NOM-243-SSA1-2010. Por tal motivo, en lo
sucesivo en este documento se denominara producto lacteo a aquel producto de
leche cuya grasa butirica ha sido sustituida total o parcialmente por grasa

vegetal.

Este muestreo inicial se realizé con la finalidad de establecer si realmente
existe una problematica de la presencia de AFM; en la region noreste del pais,
para lo cual se utilizé una técnica de cuantificacion de esta aflatoxina por un

método ELISA.

3.1.2 Segundo muestreo. Analisis de AFM; por HPLC

Una vez establecida la presencia importante de AFM; en las muestras
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analizadas por la técnica de ELISA, se amplio el muestreo para ser analizadas
por la técnica oficial que establece la NOM-243-SSA1-2010 utilizando HPLC en
fase reversa con detector de fluorescencia. En este segundo muestreo se
obtuvieron 162 muestras, en las cuales se contd con leche bronca o cruda (sin
proceso térmico), formulas infantiles, ademés de leches y producto lacteo
(producto liquido de base lactea con grasa vegetal) con proceso térmico UHT, y
productos lacteos deshidratados. Esta recoleccion y analisis de muestras se

realiz6 entre mayo de 2010 y mayo de 2011.

Para la obtencion de leche cruda, se contd con el apoyo del Laboratorio
Regional de la Unién Ganadera de Nuevo Leon, en donde se recibe muestras de
leche (entre otros productos) procedentes de productores ganaderos de la region

noreste del pais, para su analisis de calidad.

Las muestras de formulas infantiles fueron obtenidas de tiendas de
autoservicio y en farmacias, ya que algunos de estos productos, por ser para
dietas infantiles especificas, no son de consumo frecuente. Todas estas muestras

se presentaron en polvo y todas incluyeron en su formulacion grasa vegetal.

Las muestras de leche y productos lacteos con proceso de deshidratacion
y esterilizacion UHT se obtuvieron en tiendas de autoservicio, tiendas de

conveniencia y camiones repartidores.

3.1.3 Analisis de la presencia de AFB; en producto lacteo y formulas infantiles
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De las muestras analizadas con proceso térmico, en el 48% de éstas se les
sustituyd total o parcialmente la grasa butirica por grasa vegetal. Dado que
Meéxico es el mayor importador de leche a nivel mundial en forma deshidratada
y desnatada, a algunas de estas muestras se les ha anadido total o parcialmente
grasa animal o grasa vegetal para ajustar su contenido graso, de acuerdo al tipo

de leche a producir.

El producto Leche Reconstituida con Grasa Vegetal, es el alimento
liquido obtenido a partir de leche en polvo descremada, mezclada con grasa

hidrogenada y/o aceites vegetales comestibles con punto de fusién no mayor de



38 °C y agua, segin lo define la Norma Mexicana NMX-F-507-1988. Esta

norma indica que estos productos deben estar libres de micotoxinas.

Los aceites vegetales que pueden estar presentes en productos lacteos y
formulas infantiles son aceites de coco, de palma, de soja, de semillas de girasol,
de colza, de oliva, etc. También pueden ser aceites de oleaginosas, en los cuales

se ha demostrado la probable presencia de AFB;.

Por tal motivo y a la par del analisis de las muestras para AFM,, se
decidi6 analizar la presencia de AFB; en productos lacteos y formulas infantiles
con contenido de grasa vegetal, para lo cual se realiz6 la adaptacion de la técnica
de cuantificacion de AFB; en cereales por HPLC en leche y la validacion de este

método en esta matriz.

3.1.4 Determinacion de la ingesta diaria de AFM; por grupos de edad

Para determinar la exposicion de la poblacion a la AFM, se determind la

ingesta diaria de AFM, por consumo de leche contaminada, por grupos de edad.

Los datos correspondientes a la ingesta promedio de leche y el peso
corporal ambos por grupos de edad, fueron obtenidos de la Encuesta Nacional de

Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT 2012).
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3.2 PLAN DE TRABAJO

La Figura III.1 resume el plan de trabajo seguido en esta tesis y asi el
procedimiento para determinar la presencia de aflatoxinas M; y Bj en leche y
producto lacteo incluidas las formulas infantiles, que se consumen en el area
metropolitana de Monterrey (México) y establecer el riesgo potencial asociado

al consumo de éstos productos.

LECHE y PRODUCTOS LACTEOS

ELISA HPLC

Analisis de Muestras Estandarizacion de métodos
para AFM;

HPLC para cuantificacion de
aflatoxina M; y aflatoxina B; en
leche y producto lacteo

)

Analisis de muestras
para AFM, y AFB,

e Analisis de leche deshidratada

Ingesta diaria de AFM,; por peso <——— descremada
corporal por grupo de edad * Andlisis de féormula infantil
* Analisis de leche fluida
o Con tratamiento térmico
o Sin tratamiento térmico

Figura III.1. Plan de trabajo para la determinacion de aflatoxinas en leche y producto lacteo e
ingesta diaria de AFM, en la poblacion por grupos de edad.
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IV. MATERIAL Y METODOS
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Método de cuantificacion de AFM; por técnica ELISA

80

Para el andlisis de AFM; en leche por el método ELISA se uso6 el kit
RIDASCREEN®FAST Aflatoxin M; de R-Biopharm AG (Alemania), el cual se
muestra en la Figura IV.1. El test se basa en la reaccion antigeno-anticuerpo. Los
pocillos estan recubiertos con anticuerpos de captura contra anticuerpos anti-
aflatoxina M;. Se agregan estandares de aflatoxina M; o la solucion de las
muestras, conjugado aflatoxina M;-enzima y anticuerpos anti-aflatoxina a los
pocillos. La aflatoxina M; libre y el conjugado aflatoxina M,-enzima compiten
para unirse a sitios del anticuerpo anti-aflatoxina M; (inmunoensayo enzimatico
competitivo). Al mismo tiempo, los anticuerpos anti-aflatoxina M; se unen a los
anticuerpos de captura inmovilizados sobre la placa. El conjugado aflatoxina
M;-enzima que no se uni6 es extraido posteriormente en un proceso de lavado.
El sustrato/cromogeno es agregado a los pocillos e incubado. El conjugado
aflatoxina M;-enzima unido a los pocillos a través de los anticuerpos, convierte
al cromogeno en una substancia azul. La adicion de la solucion stop provoca un
cambio de color azul a amarillo. La medicion se realiza fotométricamente a 450
nm; la absorcion es inversamente proporcional a la concentracion de aflatoxina

M, en la muestra.

Este analisis tiene un limite de deteccion <125 ppt (respecto al estandar

de AFM,), siguiéndose las instrucciones de uso suministradas por la compaiiia.

Figura 1V.1. Kit para determinacion de aflatoxina M; por técnica de ELISA.



El kit RIDASCREEN®FAST Aflatoxin M; de R-Biopharm AG se compone de:

o 1 Placa de microtitulacion de 48 pocillos recubiertos de anticuerpos
de captura.

o Soluciones estandar de aflatoxina M, con 0 ppt (estandar cero), 125
ppt, 250 ppt, 500 ppt, 1000 ppt, 2000 ppt aflatoxina M; en tampon de
leche

o Conjugado concentrado de aflatoxina M;-peroxidasa

o Anticuerpo anti-aflatoxina M,

o Solucién de sustrato/cromogeno

o Solucién de paro de reaccion, que contiene acido sulftrico IN
Otros materiales que se utilizaronen esta técnica fueron:

o Programa RIDA“SOFT Win 145 (Art. No. Z9999) para los
RIDASCREEN® inmunoensayo enzimatico.

o Espectrofotometro lector de ELISA EL301 Microwell

o Centrifuga Eppendorf refrigerada Modelo 5810R

o Tubos conicos de centrifuga (50 mL)

o Micropipeta Ependorf volumen ajustable de 10 a 100 uL.

o Micropipeta Ependorf volumen ajustable de 100 a 1000 uL.

Micropipeta Ependorf volumen ajustable de 1 a 5 mL

Las caracteristicas de las leches analizadas en el primer muestreo se

presentan en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Leche fluida analizada en el primer muestreo.

Producto n Grasa butirica  Grasa vegetal  Total
Pasteurizada 20 20 0 20
UHT 64 48 16 64
Total 84 84
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4.1.3 Método de cuantificacion de AFM; por técnica de HPLC

4.1.2.1 Patrones de aflatoxina M, y B,

En todos los ensayos, para la determinacion de aflatoxina, se emplearon

estandares de referencia para garantizar el correcto analisis de las muestras.

Los patrones de AFM; y AFB,; utilizados se adquirieron en forma
cristalina de R-Biopharm (Glasgow, Escocia, UK) y fueron certificados por las

normas ISO 9001 e ISO 13485.

Los patrones se prepararon para obtener una solucién madre y series de
diluciéon en metanol o acetonitrilo segliin fuese necesario, para realizar curvas
patron o para adicionar a la leche y/o productos lacteos en funcion del
experimento a realizar. Todos los solventes utilizados fueron de calidad HPLC.
Todos los patrones se protegieron de la luz usando material &mbar (Figura IV.2)
durante su preparacion y analisis para evitar el deterioro de las aflatoxinas.
Cuando su destino era la contaminacion de muestras antes de su uso, éstas se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 min para la correcta distribucion
de la AFM; en la leche (Oruc et al., 2006) y la evaporacion del disolvente en las

muestras.

Figura IV.2. Material ambar utilizado para evitar la degradacion de la AFM;.

4.1.2.2 Columnas
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Columnas de inmunoafinidad.

Las columnas de inmunoafinidad fueron disefiadas para lograr una
purificacion simple con anticuerpos monoclonales, antes de la deteccion con

HPLC.



Las columnas de inmunoafinidad utilizadas fueron AflaM; HPLC y

AflaB, HPLC (VICAM, Milford, MA, EEUU).
Columna de separacion.

La columna de separacion utilizada fue Phenomenex Cig de 4,5 x 250

mm y 5 um de particula. Las columnas descritas se muestran en la Figura IV.3.

Figura IV.3. a) Columna de inmunoafinidad; b) Columna de separacion.

4.1.2.3 Equipo de HPLC

El equipo utilizado en el anélisis HPLC fue un equipo VARIAN modelo
9012 con detector de fluorescencia ProStar, adaptado a un auto-muestreador

ProStar 410, Santa Clara, California, EEUU (ver Figura IV.4).

Figura IV.4. HPLC Varian Modelo 9012.
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Las caracteristicas de las leches analizadas en el segundo muestreo se

presentan en la Tabla 4.2.

4.2 METODOS

4.2.1 Determinacion de AFM1 por ELISA

4.2.1.1 Preparacion de las muestras

84

Las muestras de leche fueron centrifugadas a 3500 x g por 10 min a 10
°C para retirar la grasa de la leche. Las aflatoxinas son solubles en agua y
permanecen en la leche desnatada tras un proceso de desnatado de la leche

entera (Deshpande, 2002).

Tabla 4.2. Leches analizadas en el segundo muestreo

Tratamiento

P Consistencia Tipo de grasa
téermico

Producto n

Pa;;fi‘;ri' var P ets;ggga— Fluida  Butirica  Vegetal
Leche bronca 51 51 51 0
Leche tratada ¢, 1 41 15 42 40 17
termicamente
Formula 55 1 54 54 1 1 54
infantil
Total 163 2 95 69 94 92 71

E3
Considerada tanto en el rubro de tratamiento térmico como en el rubro de consistencia

Se utilizaron 5 pocillos de la placa de microtitulacion para colocar 50 uL.
de cada uno de los estandares. Posteriormente se colocaron, por duplicado, 50
uL de las muestras de leche desnatada. Se vertieron 50 uL del conjugado
aflatoxina M;-enzima a todos los pocillos a analizar. Se afiadieron 50 uL de
anticuerpo anati-aflatoxina M; a cada pocillo. Se mezclo el contenido de la
microplaca y se incubd durante 10 min a temperatura ambiente. Se vaciaron los
pocillos sobre un papel absorbente limpio para eliminar completamente los

liquidos. Se lavaron tres veces los pocillos con agua destilada. Se agregaron 100



uL del substrato cromégeno Red Chromogen Pro a cada pocillo, se mezclé el
contenido de la microplaca suavemente e incubd 5 min en la oscuridad a
temperatura ambiente (20 - 25 °C). Se agregaron 100 uL de la de la solucién de
paro de reaccion a cada pocillo. Se mezcld el contenido de la microplaca para
posteriormente medir la absorcion a 450 nm en el transcurso de los siguientes 10

min.

La evaluacién y el analisis de los resultados se realizd mediante el

software especial para los Ridascreen inmunoensayos enzimaticos.

4.2.2 Determinacion de AFM; por HPLC

La muestra de leche fué centrifugada para eliminar la grasa. La AFM;,
fué extraida por aplicacioén de la porcion de prueba (50 mL) a una columna de
inmunoafinidad, la cual contiene anticuerpos monoclonales especificos para la
AFM;, ligados a un material de soporte so6lido. En el transcurso en que la
muestra pasa a través de la columna, la AFM; se liga selectivamente a los
anticuerpos presentes para formar un complejo antigeno-anticuerpo. Los otros
componentes de la matriz de la muestra son eliminados de la columna con agua
destilada. La AFM; es eluida de la columna con acetonitrilo, concentrada y

finalmente cuantificada por HPLC en fase reversa con deteccion de

fluorescencia (NOM-243-SSA1-2010).

4.2.2.1. Preparacion de la solucion stock de AFM;

El estandar de AFM; se diluy6 con acetonitrilo a un voliimen apropiado

para obtener una concentracion aproximada de 1 ug/mL.

Se transfirié una alicuota de 2-3 mL de esta solucién a una cubeta de
cuarzo y se registro el espectro ultravioleta entre 300 y 400 nm, usando
acetonitrilo en la celda de referencia. Se midi6 la absorbancia de la solucién a la
longitud de onda de maxima absorcion (348 nm) y se determiné la concentracién

exacta de esta solucion empleando la siguiente ecuacion:

ug AFM;/mL = 1000 x A x M/e
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en donde:

A = Valor de maxima absorbancia

M = Peso molecular para AFM; = 328

¢ = Coeficiente de extincion para AFM; = 19850

4.2.2.2 Preparacion de la solucion patron de AFM; (0,1 pg/mL)

Se midi6 un volumen apropiado de solucion stock transfiriéndose 200 ng
de AFM,. Se diluy6 a un volimen de 2 mL con acetonitrilo. Se almaceno esta

solucién en frasco vial &mbar a una temperatura menor de 4 °C.

4.2.2.3. Preparacion de las soluciones patron de trabajo

Se midieron volimenes de solucion patrén de AFM; de 0,1 ug/mL en

viales para automuestreador color &mbar, conforme a la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Soluciones patron de trabajo.

nL Std
Vial AFM, deo,1 Wl Fase ng AFM; g AFM/L
movil
ug/mL
Blanco 0 1000 0,00 0,000
1 15 985 0,15 0,012
2 25 975 0,25 0,020
3 50 950 0,50 0,040
4 75 925 0,75 0,060
5 100 900 1,00 0,080

4.2.2.4 Preparacion de las muestras

Se midieron por triplicado 50 mL de muestra en un tubo para centrifuga y
se centrifugd a 5000 rpm durante 15 min para eliminar la grasa sobrenadante. Se
filtr6 a través de papel filtro Whatman No. 4 y se colect? el filtrado en matraces

Erlenmeyer de 250 mL.
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4.2.2.5. Extraccion de la AFM;

Se conect6 una columna de inmunoafinidad a la punta de una jeringa de
plastico de 50 mL colocada en la bomba manual. Se midi6 por duplicado 50 mL
de la muestra filtrada y desgrasada y se colocod en la jeringa del sistema de

bombeo (ver Figura IV.5).

A la par se agregaron a 2 muestras control, 50 y 75 uL de solucion de

AFM; de 0,1 ug/mL (equivalentes a 0,50 y 0,75 ng de AFM,, respectivamente).

Se pasaron las muestras a través de las columnas de inmunoafinidad a un

flujo lento de aproximadamente 1 a 2 gotas por segundo.

s

Figura IV.5. Montaje de las columnas de inmunoafinidad para la extraccion de AFM;.

Se cambi¢ la jeringa por una de 10 mL y se lavo la columna con dos
porciones de 10 mL de agua destilada. Se descartaron los lavados y se paso aire

para secar la columna.

Posteriormente se eluy6 la aflatoxina con 4 mL de acetonitrilo,
permitiendo que el solvente entrara en contacto con la columna al menos 60 s. El
eluido se recolectd en un vial color &mbar y se evapor6 a sequedad en baio de

agua a 40 °C con la ayuda de nitrogeno.

Se disolvieron las muetras de prueba y las muestras de control con 400

uL y 1 mL, respectivamente de fase movil (agua : acetonitrilo, 67 : 33), y fueron
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filtrados a través de filtros Millipore de 0,45 um y depositados en viales de color

ambar para posteriormente ser inyectados en el cromatografo.

4.2.2.6. Cuantificacion por HPLC

88

Se fijaron los pardmetros cromatograficos de acuerdo con la NOM-243-

SSA1-210, tal como se muestran en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Condiciones de trabajo del HPLC para separacion y cuantificacion de
la AFMl.

Fase movil: Agua : Acetonitrilo 67:33
Flujo: I mL/min
Volumen de inyeccion: 100 uL.

. Excitacion: 360 nm
Detector de fluorescencia: o
Emision: 440 nm

Se inyect6 el estdndar equivalente a 0,5 ng de AFM; por quintuplicado,

para efectuar la prueba de adecuabilidad del sistema.

Se inyectaron en secuencia, volumenes de 100 uL de cada solucion
patron de trabajo, de menor a mayor concentracion y se prepard una curva de
calibracion graficando el area del pico contra la concentracion de AFM;

inyectada.

Se inyectd del mismo modo 100 uL de cada una de las muestras,

conforme a la secuencia mostrada en la Tabla 4.5.

Se calculd la concentracion de AFM; en las muestras, usando la siguiente

formula:
Y=mx+Db
donde:

Y = Area del pico correspondiente a la AFM, en la muestra



m = Pendiente
x = Concentracion en ng/ul. de AFM,; en la muestra

b = Ordenada al origen

Despejando x de la ecuacion se obtuvieron los valores de AFM; en la muestra,

expresados en ng/uL.

Tabla 4.5. Distribucién de controles y muestras por duplicado a inyectar en el
cromatografo.

Vial Identificacion
1 Blanco de muestra
2 Muestra control con 0,5 ng de AFM,
3 Muestra 1A
4 Muestra 1B
5 Muestra 2A
6 Muestra 2B
7 Muestra 3A
8 Muestra 3B
9 Muestra 4A
10 Muestra 4B
11 Muestra SA
12 Muestra 5B
13 Blanco de muestra
14 Muestra control con 0,50 ng de AFM;
15 Muestra control con 0,75 ng de AFM;

Se obtuvieron los nanogramos de AFM; en las muestras control
directamente de la curva de calibracion y se aplicod la siguiente formula para

calcular el porciento de recobro:

100

% de recobro = CM - C X Y7
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donde:

CM = ng AFM, obtenidos de la muestra control
C =ng de AFM, obtenidos de la muestra control sin adicionar

CA =ng de AFM, anadidos a la muestra control

4.2.3 Determinacion de AFB; por HPLC

La “NORMA Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002, Productos y
Servicios. Control de aflatoxinas en cereales para consumo humano y animal.
Especificaciones sanitarias” y la “NORMA Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-
2008, Productos y servicios. Cereales y sus productos. Cereales, harinas de
cereales, sémolas o semolinas. Alimentos a base de: cereales, semillas
comestibles, de harinas, sémolas o semolinas o sus mezclas. Productos de
panificacion. Disposiciones y especificaciones sanitarias y nutrimentales”,
describen el procedimiento técnico para la cuantificacion de aflatoxinas en
cereales y otros productos. Dado que no existe un procedimiento oficial para la
cuantificacion de AFB, en leche y productos lacteos, se adapt6 la técnica de
cuantificacion de AFB, en cereales descrita en las normas antes mencionadas a

la matriz producto lacteo incluyendo férmulas infantiles.

Las aflatoxinas son extraidas de la muestra, con metanol al 80%, el
extracto es filtrado, diluido con agua y pasado a través de una columna de
inmunoafinidad, la cual contiene anticuerpos monoclonales especificos para
AFB,. Las aflatoxinas son aisladas, purificadas y concentradas en la columna y
posteriormente son eluidas con acetonitrilo. El eluido es derivatizado con acido
trifluoroacético. Las aflatoxinas son cuantificadas en HPLC en fase reversa y

detectadas por fluorescencia.

4.2.3.1 Preparacion del estandar
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Se prepard una solucién stock de 1000 ng/mL a partir de una solucién de

25 ug/mL de toxina preparada a partir del estdndar cristalino de AFB;.



4.2.3.2 Fortificacion de las muestras

El procedimiento que se utilizd consiste en fortificar muestras de
producto lacteo con estandar certificado de AFB; a distintas concentraciones. A
continuacion se extrae mediante columnas de inmunoafinidad y posterior
derivatizacion con acido trifluoroacético para aumentar su intensidad

fluorescente y sensibilidad de deteccion.

Se trabajo la curva de matriz con un estdndar de 1000 ng/mL de AFB,
reconstituido a razon de los niveles de concentracion que se muestran en la

Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Niveles de concentracion de la curva de calibracion para AFB;.

Nivel Volumen %‘:;cle(‘;g/ﬁif)n
Muestra (mL) Estandar
(ng/mL)
1 10 10 1
2 10 20 5
3 10 30 3
4 10 40 4
5 10 50 5
6 10 100 10
7 10 200 20
8 10 400 40

Se trabajo la validacion del sistema usando una curva de 8 niveles con
estandar puro y la validacion del método trabajando con 8 niveles del estandar

con matriz, de acuerdo a la Tabla 4.7.

Para la validacion del método se fortificaron cuatro muestras de producto
lacteo con diferentes volimenes de la solucion de trabajo, obteniendo asi

diferentes niveles de concentracion.
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Tabla 4.7. Formato de trabajo para validacion del sistema.

Validacion del sistema usando estandares puros

Dia Trabajo

Accion

3 Curvas con

I-3 8 niveles

Se trabajaron 8 niveles de estandar, de tal
modo que dieran las siguientes
concentraciones: 1, 2, 3,4, 5, 10,20 y 40
ng/mL

Se sometieron las muestras fortificadas al proceso de extraccion y se

analizaron mediante el procedimiento analitico cromatografico establecido. A la

vez se trabajaron cuatro blancos de matriz, un blanco de reactivos y un blanco de

cristaleria, tal como se muestra en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Formato de trabajo para la validacion del método.

Validacion del método

Dia Trabajo

Accion

4 Curvas de 8 niveles
con matriz (producto
lacteo) fortificada

L3 4 Blancos de matriz

1 Blanco de reactivos

1 Blanco de
cristaleria

Se trabaj6 matriz fortificada con estandar,
de tal forma que dieran las siguientes
concentraciones: 1, 2, 3,4, 5, 10,20 y 40
ng/mL .

Se trabajo con producto lacteo libre de
aflatoxinas.
Se trabaj6 todo el proceso de extraccion

sin muestra y sin estandar.

Se trabajo todo el proceso de extraccion en
agua destilada procedente de enjuague del
material utilizado.




4.2.3.3 Preparacion de la muestra

Se colocaron 50 mL de muestra en un tubo de centrifuga y se centrifugd
a 5000 rpm durante 15 min para eliminar la grasa. El sobrenadante se filtré a
través de papel filtro Whatman No. 4 y se colectd el filtrado en matraces
Erlenmeyer de 250 mL. Se adicionaron 20 mL de metanol al 80%, se agitd en
agitador mecénico por 30 min y posteriormente se filtr6 a través de papel filtro
Whatman No. 4. Del filtrado se tomaron 10 mL, se adicionaron 40 mL de agua
destilada y se homogeniz6 completamente. De esta muestra se tomaron 10 mL y
se adicionaron 20 mL de hexano, se agitd por 5 min para posteriormente
centrifugarse por 10 min a 3500 rpm. Se elimin6d la fase de hexano por

aspiracion con una pipeta Pasteur.

4.2.3.4 Extraccion de l1a AFB,

Se conectd una columna de inmunoafinidad a la bomba manual y sobre
esta una jeringa de plastico de 10 mL. Se colocaron 10 mL de la muestra diluida
en la jeringa y se paso a través de la columna de inmunoafinidad a razon de dos
gotas por segundo. Posteriormente se lavé la columna dos veces con 10 mL de
agua destilada cada vez. Se paso aire por la columna, llevandola a sequedad. Se
agregd 1 mL de acetonitrilo para eluir la aflatoxina y se colectd en un tubo de

borosilicato color ambar.

Tabla 4.9. Condiciones de trabajo del HPLC para separacion y cuantificacion de

la AFB,.

Fase mévil: Agua : Acetonitrilo : Metanol (60 : 20 : 20)
Flujo: I mL/min

Volumen de inyeccion: 50 uL

Detector de fluorescencia: Excitacion: 360 nm Emision: 440 nm

Para realizar la derivatizacion, se tomaron 200 uL del eluido, se adiciono
700 uL de la solucidn derivatizadora de 4cido trifluoroacético y se agit6 por 30 s

en un vortex. Se incub6 durante 10 min a 65 °C en bafio de agua. Transcurrido el
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tiempo, se enfriaron los viales, se filtraron a través de filtros Millipore de 0,45
um para posteriormente ser inyectados en el cromatégrafo. Para separar y

cuantificar la AFB;, se fijaron los pardmetros cromatograficos que se muestran

en la Tabla 4.9.

4.2.4 Determinacion de la exposicion a la AFM; en la poblacion
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La determinacion de la exposicion de la poblacion regiomontana a la
AFM,; por el consumo de leche y productos lacteos, se realizd mediante la

combinacion de datos sobre el consumo promedio diario de leche por grupos de

edad, con la concentracion promedio de AFM; encontrado en este trabajo, asi
como el peso promedio de la poblacion por grupos de edad. Para ello se aplico la

siguiente formula:

Ingesta Diaria de AFM; (ng/kg) =

Ingesta promedio de leche (L) x AFM1 (%) X Conversion (%)

Peso corporal (kg)

Donde:

Ingesta promedio de leche es la ingesta que la poblacion ingiere de leche
diariamente, expresada en litros.

AFM; es el promedio de AFM; que contienen las muestras analizadas,

expresadas en ug/L.

Peso corporal es el promedio de peso corporal en la poblacion por grupos de

edad.

Los datos correspondientes al consumo diario de leche por grupos de
edad se obtuvieron de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de México

(ENSANUT 2012), en la seccion correspondiente al estado de Nuevo Leon.

Para obtener la ingesta diaria de AFM; en la poblacion pre-escolar, fue

necesario separar a la poblacion, segun lo senala la NOM-031-SSA2-1999 en:



a) Lactante menor (recién nacido a 6 meses). En esta etapa de la vida del bebé,
su dieta es unicamente a base de leche materna o sucedaneos de la misma.
De la ENSANUT 2012 (http://ensanut.insp.mx/) se obtuvieron los pesos
promedio del recién nacido y del lactante de 6 meses. Las formulas infantiles

que se tomaron para este segmento fueron las formulas infantiles de inicio.

b) Lactante menor (6 a 12 meses). En esta etapa de la vida del bebé se lleva a
cabo la ablactacion, por lo cual se toma como ingesta de lacteos la formula

infantil de inicio y aquellas que contienen cereales y miel.

c) Lactante mayor (12 a 24 meses). En esta etapa de la vida la ablactacion se ha
establecido y se ingieren tanto foérmulas infantiles de continuidad como

leche.

d) Pre-escolar (2 a 4 afios). La ingesta de lacteos en esta etapa es con formulas

infantiles encaminadas al desarrollo y leche.

Asimismo, se realizo6 la estimacion del indice de riesgo (IR) basado en la
propuesta de Kuiper-Goodman (1994), que estima la ingesta diaria tolerable
(IDT) de AFM; dividiendo el TD50 (dosis umbral por peso corporal), que para
la AFM; es de 10,38 ug/kg de peso corporal por dia, y se dividio por el factor de
seguridad 5000, para darnos un valor estimado de 2 ng/kg de peso corporal por
dia como indice de riesgo (Kuiper-Goodman, 1994; Gimeno, 2002; Shundo et
al., 2009).

4.2.5 Analisis estadistico

Se realiz6 andlisis de varianza (ANOVA) mediante el programa

estadistico SPSS ver. 20.
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V. RESULTADOS y DISCUSION
PRIMER MUESTREO
TECNICA ELISA
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5. RESULTADOS DEL PRIMER MUESTREO

5.1 Valores de AFM; encontrados en leches fluidas

98

Los resultados de AFM; obtenidos del andlisis de 84 muestras de leche
fluida y productos lacteos, con diferentes procesos térmicos, como
pasteurizacion y ultrapasteurizacion (UHT), dieron a conocer que todas ellas
dieron positivo para esta aflatoxina aplicando el test ELISA, presentando valores
comprendidos entre 0,1 ug/L, como el valor mas bajo, hasta 1,27 ug/L como
valor mas alto, con una media de 0,49 (+ 0,23) ug/L. La Figura V.1 muestra los
valores de AFM; (ug/L) de todas las muestras de leche analizadas, observandose
que la mayoria de las muestras (51) presentaron valores por debajo del valor
maximo aceptable por la NOM-243-SSA1-2010 (0,5 ug/L), el cual se indica con

una linea punteada.

AFMu1 (ug/L)

Nuimero de muestras (n = 84)

Figura V.1. Valores de AFM; en leche fluida que se comercializa en el area metropolitana de
Monterrey, México. La linea punteada indica el limite maximo de AFM; permitido por la NOM.
La proporcion de leches y productos lacteos que presentaron niveles
aceptables de AFM; fue del 61% con una media de 0,34 (+ 0,1) ug/L, mientras
que el 39% restante (media de 0,72 = 0,2 ug/L) se encontraron en niveles por

encima de lo permitido por la NOM.

La Food and Drug Administration (entidad reguladora en EEUU),

establece que la concentracion méxima permitida de AFM; en leche entera,



semidesnatada y desnatada es de 0,5 ug/L (EHSO, 2004). Esta norma ha sido
también adoptada por algunos paises de América Latina, entre ellos los que
forman parte de Mercosur (Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay) y México,
para lo cual se establece en la Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010
(FAO, 1995). Sin embargo, la legislacion existente en la Union Europea (UE)
relacionada con aflatoxinas y productos lacteos, indica que para leche cruda,
leche destinada a la fabricacion de productos a base de leche y leche de consumo
tratada térmicamente, la concentracion maxima permitida de AFM; es de 0,05
ug/L o kg (0,05 ppb), mientras que en el caso de preparados y leche para
lactantes y alimentos dietéticos destinados a usos médicos especiales, dirigidos
especificamente a los lactantes, la concentracion maxima permitida de AFM; es
de 0,025 ug/L (0,025 ppb) (Official Journal of the European Union, 2004). En el
caso de aplicar la normativa europea, la totalidad de las leches analizadas por el
método ELISA se encontrarian en niveles por encima de lo permitido por esta

norma de aplicacion en los paises de la Union Europea.
5.2 Analisis de las leches y productos lacteos segun su procedencia
Cuando se realizd el andlisis de las leches en base a su procedencia
(nacional o importada), se encontré que 66 de las muestras fueron de
procedencia nacional (corresponde a un 79%, valor que incluye un 2% local),

mientras que solo 18 de ellas (21%) fueron leches importadas (Tabla 5.1).

Tabla 5.1 Comparacion del nivel de AFM,; entre leches nacionales e

importadas .
Intervalo % Fuera de
Muestras n AFM; (ng/L) * (we/L) valores
e aceptables
Nacional 66 0,53 + 0.24 0,14 1,27 47
Importada 18 0,34 +0.13 0,1 -0,6 11

* Media + Desviacion estandar

Del andlisis de los valores de las 66 leches de procedencia nacional, el

47% (31 muestras) presentd valores no aceptables por la NOM, mientras que de

99



100

las 18 leches de importacion s6lo un 11% (2 muestras) excedieron el limite

marcado por esta norma (Ver figuras V.2 y V.3).
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Figura V.2. Valores de AFM; en leche y productos lacteos en muestras de procedencia nacional.
La linea punteada indica el limite maximo de AFM; permitido por la NOM.
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Figura V.3. Valores de AFM, en leche y productos lacteos en muestras importadas. La linea
punteada indica el limite maximo de AFM; permitido por la NOM.

Al hacer la comparacion de los niveles de AFM; entre leche de
procedencia nacional e importada, se observo una marcada diferencia entre los

valores no aceptables de AFM;; aproximadamente la mitad de las leches de



procedencia nacional presentaron valores que excedieron a los valores
aceptables por la NOM, mientras que apenas una décima parte de las leches de
importacién se localizaron fuera de la zona de aceptacion. Por otra parte, al
comparar el promedio de valores de AFM; que presentaron las leches nacionales
y las leches importadas, las leches nacionales se situaron ligeramente por encima
del limite que marca la NOM, mientras que las leches importadas se emplazaron

por debajo de la misma (Tabla 5.1).

Al comparar los resultados del promedio de los valores de AFM; que
presentaron las leches por estado de procedencia, aquellos que presentaron
niveles superiores a lo que marca la NOM fueron: Baja California, Coahuila,
Hidalgo, estado de México y Puebla. Cabe sefialar, que de las leches
mencionadas procedentes de estos estados, s6lo se pudo obtener una marca
comercial de cada uno de ellos, a excepcion del estado de México del que se

obtuvieron 15 marcas comerciales diferentes (Tabla 5.2).

Tabla 5.2 Comparacion del nivel de AFM, por estado de procedencia de la
leche.

Procedencia n* AFM; (ng/L)" Intervalo (ug/L)
Aguascalientes 7 (28) 0,44 + 0,24 0,14 -0,89
Baja California 1 (100) 0,69 -
Coahuila 1 (100) 0,60 -
Durango 29 (38) 0,50 £ 0,22 0,24 - 1,01
Guanajuato 5(20) 0,46 + 0,21 0,32 -0,82
Hidalgo 1 (100) 0,54 —
Jalisco 6 (50) 0,46 = 0,19 0,18-0,72
México 15 (60) 0,54 + 0,25 0,14 -1,27
Nuevo Leon 2 (50) 0,40 = 0,23 0,23 - 0,56
Puebla 1 (100) 0,57 —
Texas (EEUU) 16 (12) 0,43 + 0,30 0,1 -0,65

"Valor en paréntesis indica % de muestras que exceden los limites.” Media + desviacién estandar.

Las Tablas 5.3 y 5.4 muestran los resultados obtenidos en el analisis

ANOVA aplicado a las muestras con proceso térmico de pasteurizacion y UHT.
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Tabla 5.3 Resumen de resultados de muestras con proceso térmico UHT y

pasteurizadas.
Grupos n Suma Media Varianza
Nacional 66 34,78 0,5269 0,0586
Importada 18 6,18 0,3433 0,0172

El andlisis estadistico de varianza (ANOVA) indicé la existencia de

diferencia significativa (P = 0,0027) entre las muestras tratadas térmicamente

mediante pasteurizacion y esterilizadas mediante UHT. Esto se concluyo

comparando los valores F arrojados por el analisis de varianza y rechazando la

hipdtesis nula (Hy).

Tabla 5.4 Analisis de varianza (Hop = p; Hy p # p).

Origen de Grados Promedio de Valor
Suma de Proba- ros
las cuadrados de los F bilidad critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 0,4769 1 0,4769 9,528 0,0027 3,957
grupos
Dentro de 4,1043 ) 0,0500
los grupos
Total 4,5813 83

5.3 Analisis de las leches segun tipo de producto y proceso térmico aplicado

Las leches analizadas recibieron un proceso térmico de pasteurizacion o

UHT. De las leches que encontramos en el comercio, un 76% correspondieron a

leches UHT, (16 de ellas no pueden legalmente denominarse leche ya que su

etiqueta indicaba la presencia de grasa vegetal y su correcta designacion seria

producto lacteo), mientras que el 24% restante fueron leches pasteurizadas

(Tabla 5.5y Figs. V.4y V.5).



Tabla 5.5 Comparacion de niveles de AFM; en leche pasteurizada y leche o
producto lacteo UHT.

Intervalo
Producto n* AFM /L)°
Pasteurizada 20 (20) 0,39+ 0,11 0,21 — 0,56
UHT 64 (45) 0,52 + 0,26 0,1-1,27

*Valor en paréntesis indica % de muestras que exceden los limites establecidos por la NOM.
® Media + desviacion estandar

Al analizar individualmente la seccion que se refiere a la leche
pasteurizada, se observo que un 20% de las muestras de leche (4 muestras de 20
totales pasteurizadas) se encontrd por encima del valor maximo permitido,
mientras que el 80% restante se situd dentro de valores aceptables por la NOM

(Figura V .4).

0,6

AFM1 (ug/L)
o
¢
®
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Numero de muestras n = 20

Figura V.4. Distribucion de los valores de muestras con proceso térmico de pasteurizacion. La
linea punteada indica el limite maximo de AFM; permitido por la NOM.

Asimismo, al analizar la leche o producto lacteo que sufre un proceso
térmico UHT, se observo que un 45% de estas muestras presentd valores de
AFM; por encima del valor maximo permitido (29 de 64 muestras UHT),
mientras que el 55% restante se encontrdé dentro de valores aceptables por la

NOM (Figura V.5).
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Al comparar los niveles medios de AFM, de las leches pasteurizadas y
UHT, se pudo observar que la leche pasteurizada presentd valores promedio de
0,39 ng/L, situdndose este tipo de leche en conjunto dentro del limite que marca
la NOM, mientras que las leches y productos lacteos UHT presentaron valores
promedio de 0,52 ug/L, ligeramente por encima del valor establecido por la

NOM (Tabla 5.5).

Por otra parte y al comparar los niveles de AFM; aceptables y no
aceptables de leches pasteurizadas y UHT, se pudo observar que la leche
pasteurizada presentd la mayor cantidad de muestras (80%) con niveles
aceptables de AFM; y una media de 0,39 + 0,11 ug/L mientras que en la leche y
productos lacteos UHT la cantidad de muestras con valores de AFM; dentro de
limites aceptables (55%) presentaron una media de 0,52 + 0,26 ug/L, siendo
estos valores considerablemente mas elevados que los presentados en las leches

pasteurizadas.

Niumero de muestras (n = 64)

Figura V.5. Distribucion de los valores de muestras con proceso térmico UHT. La linea
punteada indica el limite maximo de AFM1 permitido por la NOM.

Las Tablas 5.6 y 5.7 muestran los resultados obtenidos en el analisis

ANOVA aplicado a las muestras con proceso térmico de pasteurizacion y UHT.



Tabla 5.6 Resumen de resultados de muestras con proceso térmico UHT y
pasteurizadas.

Grupos n Suma Media Varianza
Pasteurizada 20 7,86 0,393 0,0112
UHT 64 33,1 0,5171 0,0656

El andlisis estadistico de varianza (ANOVA) indicé la existencia de
diferencia significativa (P = 0,0383) entre las muestras tratadas térmicamente
mediante pasteurizacion y esterilizadas mediante UHT. Esto se concluyo
comparando los valores F arrojados por el analisis de varianza y rechazando la

hipdtesis nula (Hy).

Tabla 5.7 Analisis de varianza (Hop = p; Hy p # p).

Origen de Grados Promedio de Valor
Suma de Proba- ros
las adrados de los F bilidad critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 0,2350 1 0,2350 4,433 0,0383 3,957
grupos
Dentro de 4,3463 82 0,0530
los grupos
Total 4,5813 83

Al realizar la comparacion de las leches (con presencia de grasa butirica)
y producto lacteo (con grasa vegetal), se observé que de las 68 leches analizadas
un 32% de éstas se encontraron por encima del valor permitido por la NOM, con
una media de 0,45 + 0,21 ug/L, mientras que en las 16 muestras analizadas de
productos lacteos, el 69% presentaron niveles por encima de la NOM y con una
media de 0,66 + 0,28 ug/L. (Tabla 5.8). De estos resultados se observa que la
leche muestra valores por encima de lo que marca la NOM considerablemente
menores (32%) y con valores promedio dentro de la NOM (0,45 ug/L),
comparados con los de productos lacteos (69%) y con una media por encima de

valores aceptados por la NOM (0,66 ug/L) Ver Tabla 5.8.
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Tabla 5.8 Comparacion de niveles de AFM; en leches y productos lacteos.

AFM; (ug/L)

Muestras
Muestra n positivas Intervalo Media +
Desv. Std.
Leche 68 68 (32)* 0,1- 1,17  045+021
Producto lacteo 16 16 (69) 0,2-1,29 0,66 + 0,28

*Valor entre paréntesis indica el porcentaje de muestras que exceden el limite marcado por la
NOM.

Las Tablas 5.9 y 5.10 muestranlos resultados obtenidos en el analisis

ANOVA aplicado a las muestras de leche y productos lacteos.

Tabla 5.9 Resumen de resultados de muestras de leche y productos lacteos.

Grupos n Suma Media Varianza
Leche 68 30,42 0,4473 0,0422
Producto 16 10,54 0.6587 0,0783
lacteo

El andlisis estadistico de varianza (ANOVA) nos indic6 la existencia de
diferencias significativas (P = 0,0009) entre las muestras leche y producto lacteo.
Esto se concluyd comparando los valores F arrojados por el analisis de varianza

y rechazando la hipotesis nula (Hy).

Tabla 5.10 Andlisis de varianza (Ho 1 = p; Hy p # ).

Origen de Grados Promedio Valor
Suma de Proba- "
las drados de de los F bilidad critico
variaciones "% libertad cuadrados para F
Entre 0,5788 1 0,5788 11,858 0,0009 3,957
grupos
Dentro de 4,0025 82 0,0488
los grupos
Total 4,5813 83




De los 18 diferentes tipos de aflatoxinas, la mas toxica es la AFBy,
seguida por la AFM,, la cual es un derivado metabdlico de la AFB,. Ambas
aflatoxinas poseen gran actividad cancerigena, teratogénica y mutagénica,
ademads de ser inmunosupresoras, ya que inhiben la sintesis de proteinas en los
ribosomas (Yates, 2007). Cobra una mayor importancia cuando la AFB; se
transforma en AFM; que es excretada por la leche, tanto de animales como la
humana, y al ser el alimento principal en la etapa infantil, el tema adquiere

mayor relevancia.

La presencia de AFM; en leche estd relacionada con condiciones
ambientales de humedad y temperatura que facilitan el crecimiento de los
hongos en los piensos. En clima adecuado, el ganado se alimenta de los pastos,
practicamente libres de contaminacién, pero en clima inadecuado, el pienso se
almacena en silos, lo que propicia la contaminaciéon por los hongos

aflatoxigénicos (Garcia, 2006).

Un estudio realizado por Carvajal et al. (2003) en México, en el cual
analizaron 290 muestras de las 7 marcas de leche de mayor consumo en el pais,
encontraron que el 10% de ellas presentaron valores de AFM; por encima de los
niveles establecidos por la NOM (0,5 ug/kg). En este estudio las muestras de
leche fluida pasteurizada y UHT se recolectaron en la ciudad de México D. F. en
el periodo de Abril de 1996 a Julio de 1997, considerandose que fueron
representativas del consumo a nivel nacional y se tratd de leche de procedencia
nacional e importada. También se reportd que la leche con menor cantidad de

AFM, fue la de importacion.

Estudios realizados en la zona metropolitana de Guadalajara, Jalisco,
Meéxico por Landeros ef al. (2012) para detectar la presencia de AFM; en leche
cruda de vaca en 10 centros de acopio (n = 50) y 7 marcas de leche pasteurizada
(n = 84), mostraron la presencia de AFM; en el 100% de las muestras
estudiadas. El 18,6% (25/134) de las muestras superaron el limite establecido
por la UE (0,05 ug/L), pero s6lo el 0,7% (1/134) excedid el limite establecido
por la NOM (0,5 ug/L).
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Estudios realizados en 13 estados miembros de la Unién Europea, han
mostrado que solamente en dos de ellos se encontraron niveles mayores a 0,05
ug’kg de AFM; en leche (EFSA, 2004). De la misma manera, un estudio
realizado en Italia indica que s6lo 2 muestras (0,6%) en una region del pais,
mostraron niveles no satisfactorios de AFM; (Nachtmann, 2007), refiriendo el
problema a Unicamente una region de Italia, debido al uso de alimento
contaminado para el ganado cuando los controles oficiales fueron menos

intensos.

Seglin informes de la FAO (2004), aproximadamente 60 paises han
establecido limites para AFM;. La UE, los estados miembros, y los paises EFTA
(Europan Free Trade Association, www.efta.int) donde se integra Islandia,
Noruega, Suiza y Liechtenstein, generalmente aplican un nivel maximo de 0,05
ug/kg de AFM; en leche. Algunos paises en Africa, Asia y América Latina
(Honduras) también proponen este nivel. En contraste, Estados Unidos, asi como
algunos paises europeos y asiaticos aceptan un nivel méximo de 0,5 ug/kg de
AFM; en leche, el cual armoniza con los limites aplicados en México y en el
MERCOSUR (Brasil, Argentina, Paraguay y Uruguay) en América Latina
(FAO, 1995). El limite de 0,5 ug/kg ha sido adoptado también por el Codex
Alimentarius. Asi, el méximo nivel permitido de AFM,; en leche en la UE (EC
European Community, 2003), estd entre las mas bajas en el mundo, y esta
basada en el principio ALARA (As Low As Reasonably Achievable). Por otro
lado, se encuentran paises que no cuentan con legislacion respecto a aflatoxinas,
como es el caso de Panamd y paises como Islas Mauricio, Hong Kong y Sri
Lanka, cuya legislacion permite niveles de hasta 10, 15 y 30 ug/kg,

respectivamente (International Legislation on Mycotoxins, 2012).

La Tabla 5.11 recoge los limites para la AFM; en diferentes paises segun
la International Legislation on Mycotoxin

(http://services.leatherheadfood.com/eman/index.aspx); estos limites

generalmente s6lo se establecen para la leche y los productos lacteos y en

algunos casos para los productos para los nifios en todo el mundo.



Tabla 5.11 Limites de aflatoxina M; en diferentes paises.

Pais Producto Aflatoxin M,
(ug/ke)
Leche cruda, leche tratada
Union Europea  térmicamente y leche para preparar 0,05

Bosnia 'y
Herzegovina

Turquia

China

Codex, GCC,
India, Kenya,
EEUU

Argentina

México

Sudafrica

productos a base de leche

Formulas infantiles y formulas de
continuidad, incluyendo leche para
infantes y leches de continuacion

Alimentos para propositos médicos
dirigidos especialmente para infantes

Leche y productos lacteos (para leche
deshidratada, calculada en base a leche
fresca)

Alimentos formulados para infantes
(leche o leche rica en proteinas

Aliamentos formulados para infantes
mayores y nifios pequeios (leche o

leche rica en proteinas

Alimentos formulados para propositos
médicos especiales dirigido a infantes

Leche

Leche, incluyendo leche liquida usada
en la manufactura de productos lacteos
y leche reconstituida

Leche deshidratada
Formula lactea

Leche pasteurizada, ultrapasteurizada,
esterilizada y deshidratada, férmula
lactea y productos de leche combinada

Leche

0,025 (productos
listos para usarse)

0,025 (productos
listos para usarse)

0,5
0,5 (calculado en

base a producto
deshidratado)

0,5 (calculado en

base a producto
deshidratado)

0,5

0,5

0,5

ND

0,5

0,5

ND = No detectable, *Dado en ug/L

La Tabla 5.12 presenta un listado de estudios realizados sobre la
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presencia de AFM; en leches con tratamiento térmico. Se observa que en
algunos paises (Italia, Argentina, Brasil, Japon, Francia y Colombia), a pesar de
presentar resultados positivos de AFM;, no exceden el nivel aceptable. Otros
estudios similares realizados en Turquia (Unusan, 2006), mencionan
proporciones del 58% de leche contaminada con AFM,; de un total de 129
muestras. En América Latina, en un estudio realizado en Brasil, se analizaron
139 leches, y se encontrd que el 21% de ellas presentaron valores por encima de
los aceptables con respecto a la legislacion de la UE (<0,05 ug/kg) y ninguna
por encima del valor aceptado por el MERCOSUR (Garrido, 2003).

En nuestro trabajo, las 84 muestras de leche analizadas, procedieron de
27 marcas diferentes que se comercializaban al momento del muestreo en
Monterrey (Nuevo Ledn, México) y se encontrd, por la técnica de ELISA, que
los valores de AFM; fluctuaron desde 0,1 ug/kg hasta 1,27 ug/kg, de las cuales
representaron un 39% presentaron valores por encima de los valores permitidos
en nuestro pais, donde la Norma Oficial Mexicana (NOM-184-SSA1-2002),

establece como nivel maximo aceptable 0,5 ug/L para AFM; en leche fluida.

Son muy escasos los estudios que sobre AFM; hay en México, por lo
tanto, los resultados de este trabajo ponen de manifiesto los altos valores de
AFM; en leches de la region. Si tomasemos como referencia los estandares
Europeos, que son mas estrictos en la materia, ninguna de las leches analizadas
en este estudio seria aceptada, ya que el valor encontrado mas bajo fue de 0,1

ug/L, es decir, dos veces el valor limite indicado en la legislacion Europea.

Tabla 5.12 Reportes de presencia de AFM; en diversos paises.

o

Nivel de % de 7o por

, Total de . encima de .
Pais referencia muestras . Referencia
muestras K ositivas nivel
(hg/ke) P aceptable
Union Europea
Martins y
Portugal 70 0,05 100 2,85 Martins
(2000)



Tabla 5.12 (Continuacion).

Italia 161 0,05 78 0
Francia 132 0,05 3 0
Espana 72 0,05 0,01 0
Portugal 40 0,05 27,5 5

Serbia 50 0,05 80 76

Italia 24 0,05 0 0
Serbia 150 0,05 98,7 86
Croacia 706 0,05 36,2 9,64

Africa y Asia
Marruecos 54 0,05 88,8 7.4
Sudan 44 0,5 95,45 83,33
Sudafrica 85 0,05 100 85,6
Kuwait 54 0,2 26 28
Japon 208 0,05 99,5 0

Iran 624 0,05 100 17,8
Turquia 129 0,05 58,1 47

Iran 128 0,05 95 78
Turquia 100 0,05 67 31

Galvano et
al. (2001)

Boudra et al.
(2007)

Cano-
Sancho et al.
(2010)

Duarte et al.
(2013)

Skrbic et al.
(2014)

Juan et al.
(2014)

Kos et al.
(2014)

Bilandzic et
al. (2014)

Zinedine et
al. (2007)

Elzupir
(2010)

Mwanza y
Dutton
(2014)

Srivastava et
al. (2001)

Nakajima et
al. (2004)

Solmaz et al.
(2006)

Unusan
(2006)

Mohammad
et al. (2007)

Tekinsen y
Eken (2008)
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Tabla 5.10 (Continuacion)

) Peng y Chen
Taiwan 144 0,05 100 0,7 (2009)
China 135 0,05 100 72 Pei et al.
(2009)
Kuwait 105 0,05 100 3.8 D000
.. Ghanem y
Siria 10 0,2 100 70 Orfi (2009)
fran 225 0,5 67,1 331 o1
Kabak y
Turquia 40 0,05 20 2 Ozbey
(2012)
Pakistan 232 0,05 76,3 32 o
China  153UHT 05 54,9 0 A
Hassan y
Libano 120 0,05 88,2 11,8 Kasaify
(2014)
Turquia 73 0,025 18 0 P
Temamogull
Turquia 12 0,05 100 25 ari y Kanici
(2014)
América
. Carvajal et
México 290 0,5 50 10 al. (2003)
. Garrido et
Brasil 139 0,5 79,9 0 al. (2003)
. Lopez et al.
Argentina 77 0,5 23 0 (2003)
Diazy
Colombia 241 0,4 79,4 0 Espitia
(2006)
) Pérez et al.
México 20 0,5 59 60 (2008)
. Urban et al.
México 60 0,5 30 8,3 (2010)
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Tabla 5.10 (Continuacion)

Landeros et

México 84 0,5 100 0,7 al. (2012)
Almeida et

Brasil 129 0,05 100 13,95 al. (2013)

Brasil 100 0,05 2 0 Mooty
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VL. RESULTADOS y DISCUSION
SEGUNDO MUESTREO
TECNICA HPLC
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6. RESULTADOS DEL SEGUNDO MUESTREO.

Para este segundo muestreo se obtuvieron 163 muestras: 51 muestras de
leche bronca (cruda), 55 muestras de formulas infantiles (49 formulas infantiles
de inicio y 6 formulas infantiles de continuidad), 40 muestras de leche y 17 de
producto lacteo. De estos dos ultimos productos, 15 de ellos fueron productos

deshidratados y 41 productos UHT.
6.1 Presencia de AFM; en leche bronca (cruda)

Para este segundo muestreo, se obtuvieron 51 muestras de leche bronca
procedente de establos del noreste del pais, a través de los proveedores de la

Unién Regional Ganadera de Nuevo Leon (www.unionganaderadnl.com.mx).

La Norma Oficial Mexicana (NOM-243-SSA1-2010), establece que el
limite maximo permitido de AFM; en leche bronca no debera ser mayor a 0,5
ug/L, mientras que la normativa en la Union Europea estipula valores no
mayores a 0,05 ug/L. La Tabla 6.1 muestra los resultados obtenidos en 51
muestras de leche bronca analizadas, de las cuales 31% fueron positivas para la
presencia de AFM;. Asimismo, se observo que un 4% del total de la leche
bronca analizada se encontraba fuera de los valores aceptados por la NOM,

representando el 31% de las muestras cuando se aplica la norma europea.

Tabla 6.1 Presencia de AFM; en leche cruda.

AFM; (ng/L)

Positivas

Muestra n Media
(%) Intervalo +Desv
Estandar
Leche bronca 51 16 (31%) 0,00-0,88 0,07+0,15
Muestras fuera de NOM* 2 (4%)
Fuera de norma UE** 16 (31%)

*NOM-243-SSA1-2010. Establece un maximo de 0,5 ug/L.
** Norma UE. Establece un maximo de 0,05 ng/L.

Se han publicado diversos estudios respecto a la presencia de AFM; en

leche cruda de diferentes especies de animales, asi como también los niveles de
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AFM; seguln la estacion del afio, estudios que han sido realizados en diferentes
paises y que se han recopilado en la Tabla 6.2. Los resultados obtenidos en
paises asiaticos como Iran, Turkia y Paquistan, muestran de un 30 a un 41% de
las muestras por encima del nivel aceptable para esos paises. Sin embargo, otros
paises asiaticos como Corea, Indonesia, Kuwait e India, reducen estos niveles
presentando un numero de muestras que oscila entre 0 y 13% por encima de
nivel aceptable. Los estudios realizados en paises de la UE como Espana,
Francia y Eslovenia, reducen un poco mas los niveles presentando, segin el
estudio realizado, entre 0 y 10% de las muestras por encima de los niveles
aceptables seglin la normativa que aplica en estos paises. En Brasil los niveles
reportados de muestras por encima del nivel aceptable, se sitlian entre 7 y 14%,
y en México se ha reportado un 0% cuando se comparan estos valores con la

NOM y 100% cuando se compara con la normativa de la UE.

Tabla 6.2 Reportes de presencia de AFM; en leche cruda en diversos paises.

(1)
Nivel de % de A’ por
, Total de . encima de .
Pais referencia muestras . Referencia
muestras /kg) ositivas nivel
(ng/kg P aceptable
Rodriguez
Espail 2
spaia 9 0,05 33 0 et al. (2003)
Sassahara et
i 24
Brasil 42 0,5 7 al. (2005)
Kamkar
Ira 111 0,05 76,6 40
ran ’ (2005)
Francia 264 0,05 1,13 0 Boudra et
¢ ’ : al. (2007)
Tajkarimi et
j 1
Irén 98 0,05 00 36,7 al. (2007)
Torkar y
Eslovenia 60 0,05 - 10 Vengust
(2008)
Taikarimi
Iran 319 0,05 54 30 ajkarimi et

al. (2008)
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Tabla 6.2 (Continuacion)

Hussain et
Pakists 12 52,5 13,9
akistan 0 0,05 ’ ’ al. (2008)
Pérez et al.
- *% 1 1
Meéxico 9 0,05 00 00 (2008)
. Nuryono et
1
Indonesia 113 0,05 00 0 al. (2009)
Dashti et al.
it 1 1 4,52
Kuwai 77 0,05 00 > (2009)
Lee et al.
1
Corea 00 0,5 7 0 (2009)
. Reyes et al.
: 4
México 0 0,5* 80 0 (2009)
Elzupiry
Sudén 44 0.5 95,45 83,33 Elhussein
(2010)
, Fallah et al.
Trén 88 0.05 84,1 35,2 (2011)
- Sadia et al.
Pakistan 17 0,05 88 4l (2012)
Sahindokuy
Turquia 45 0,5 L1 35,5 ucu ef al.
(2012)
. Siddappa et
India 45 0,5 100 B33 2o12)
Almeida et
: 1 1
Brasil 129 0,05 00 395 o13)

*NOM-243-SSA1-2010. Establece 0,5 ug/L
** Norma UE. Establece un maximo de 0,05 ng/L.

Las estrategias de conservacion de alimentos son una herramienta muy
util que permite el almacenaje de alimentos en épocas de abundancia para que se

puedan utilizar cuando los suministros escasean. Dependiendo de la localizacion
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y de las condiciones de producciéon, se pueden utilizar distintas formas de
conservacion que generalmente se enfocan en los principios de deshidratacion
(henificacion), fermentacion (ensilaje) o una combinacion de ambos (henilaje).

Asimismo, las estructuras para conservar alimentos varian de acuerdo a las

posibilidades de cada explotacion (silos de trinchera, silos verticales, silos de

bolsa, etc) (Ver Figura 6.1).

El ensilaje de maiz sirve como un
forraje de alta energia, para el
ganado lechero. Esto es lo mas
importante para hatos de alta
produccion y en establos que
experimentan  problemas para
elaborar o comprar cosechas de

heno de alta calidad.

Figura 6.1 Silos de bolsa.

La AFB; es una micotoxina que crece en los granos, especialmente en
maiz, manies y semillas de algodon. Raramente, si no nunca, se encuentra en los
forrajes frescos. La formulacion de raciones por mezcla de granos con otro
alimento esta permitida, pero cada ingrediente del alimento debe contener menos

de 20 ppb de aflatoxina.

Si el maiz amarillo usado como ingrediente en la racion del ganado es de
importaciéon debido al déficit en la produccion de maiz en México, la
verificacion de su calidad durante su importacion es un punto que se debe vigilar
si es que ya viene contaminado, o la contaminacion de este maiz aparece cuando

se almacena en las bodegas de México.

Estudios realizados en México por Flores et al. (2006) acerca de la
presencia de micotoxinas en alimento balanceado y granos de uso pecuario,
mostraron que la presencia natural de micotoxinas representa un problema
critico en la produccién de aves, cerdos y ganado, ya que reportaron que un 57%
de las muestras analizadas contienen presencia de micotoxinas. Asimismo

mencionan que la presencia de AFB; fue mayor en gluten y alimento balanceado
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que en granos.

Algunos autores han reportado una mayor incidencia de AFM; durante
las estaciones frias que las calientes (Kiermeier y Meshaley, 1977; Fremy y
Gaymard, 1980; Fremy y Boursier, 1981; Heesuchen et al, 1981; Gelosa, 1986;
Blanco et al, 1988; Bachner et a/, 1998), debido a que en invierno el ganado es
alimentado con una mayor cantidad de piensos compuestos con mezclas de
granos, algunas veces contaminados con AFB;, ya que provienen de silos con
alto contenido de humedad y temperatura elevada, que favorecen el crecimiento
de A. flavus y A. parasiticus. En un estudio realizado en Croacia por Bilandzic et
al. (2010), donde fueron recolectadas y analizadas muestras de leche cruda en
periodo invierno-primavera (enero, febrero, marzo y abril) y verano-otoino
(junio, julio y septiembre), encontraron que una de las muestras tomada en el
mes de febrero excedi6 el limite permitido por la UE (50 ng/L) para AFM,,
donde reportaron niveles en un intervalo de 35,8 — 58,6 ng/L. Otro trabajo
publicado por Kamkar (2005), mostré que de las 111 leches recolectadas en el
mes de diciembre, 85 (76,6%) presentaron niveles elevados de AFM;, en el
intervalo de 0,015 — 0,28 ug/L situandose fuera de la normativa europea, con

respecto a aquellas recolectadas en el mes de agosto (0,024 ug/L).

En un estudio realizado por Almeida et al. (2013) en el estado de Minas
Gerais (Brazil) se analizaron 129 muestras de leche recolectadas de granjas
lecheras en tres periodos distintos (periodo seco, el periodo de transicion y el
periodo de lluvias) y todas ellas mostraron contaminacion con AFM;. En los tres
periodos, la AFM; se detect6 a concentraciones por debajo del limite permitido
de 0,50 ug/L en leche, de acuerdo con la legislacion brasilefia, y 18 muestras
(13,95%) mostraron contaminaciéon con AFM; por encima del limite permitido

de 0,05 ug/L establecido por Codex Alimentarius y la Comision Europea.

En Libano, Assem et al. (2011) reportaron que en un muestreo de 38
leches crudas, 73,6% presentaron contaminacion por AFM;, con un promedio de
60 ng/L utilizando un limite de 50 ng/L. En Siria, Ghanem y Orfi (2009)
trabajando con una muestra de 74 leches crudas reportaron que un 59% de ellas
excedieron los 50 ng/L. En Slovenia Godic y Vengus (2008) encontraron que de

120 muestras analizadas, 52,5% fueron positivas, con valores promedio de



AFM; alrededor de 0,044 ug/L, y que los valores mas altos se encontraron en
muestras procedentes de zonas urbanas, contrario a lo encontrado en zonas
rurales. En Irdn Rahimi ef al. (2010) con un muestreo de 311 muestras de leche

cruda, encontraron que un 36% se situ6 por encima de los 50 ng/L normativos.

En las ciudades de Karnataka y Tamil Nadu (India) Siddappa et al.
(2012) mostraron que la AFM; estuvo presente en el 61,6% de las 52 muestras
de leche cruda analizadas, con un intervalo de 0,1 - 3,8 ug/L, excediendo los

limites reglamentarios del pais un 17,3% de estas muestras.

Estudios en otros paises, como Francia (Boudra, 2007), Espafia
(Rodriguez et al., 2003) y Corea (Lee et al., 2009), han reportado valores de

AFM; en leche cruda que no exceden los valores de 50 ng/L.

En México, en un estudio realizado por Reyes (2009) en hatos lecheros
del estado de Jalisco y sobre 40 muestras analizadas, no se encontrd ninguna
muestra fuera de los valores aceptados por la NOM, mientras que en otro estudio
realizado en el altiplano mexicano, Pérez (2008) reportd un 59% de las muestras
con un contenido de AFM; por encima de 50 ng/L. En nuestro estudio realizado
sobre 51 muestras procedentes del noreste de México, los resultados fueron
equivalentes a los reportados en otras regiones del pais, ya que si tomamos los
limites especificados por la NOM, tenemos solo un 4% de muestras por encima
de ésta, mientras que si los limites que tomamos como referencia son los de la
normatividad europea, como es el caso de Pérez (2008), las muestras positivas

serian del 32%.

6.2 Presencia de AFM; en formula infantil

Para el analisis de la presencia de AFM;, se obtuvieron 55 muestras de
formulas infantiles procedentes de farmacias y cadenas de autoservicio en
Monterrey, Nuevo Leon, de las cuales 49 fueron férmulas infantiles de inicio y 6

formulas infantiles de continuidad.

La Norma Oficial Mexicana mas reciente (NOM-131-SSA1-2012) que
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trata de férmulas infantiles, alimento de continuidad y alimentos para infantes
con necesidades especiales de nutricion, no establece el limite maximo permitido
de AFM; en formulas infantiles, por lo que se tomd el valor que establece el
Codex Alimentarius (Comision del Codex Alimentarius, 2001, 2004), que
especifica que no debera ser mayor a 0,025 ug/kg, mismo limite que adopta la

normativa en la Unién Europea.

En la Tabla 6.3 se muestra que de las féormulas infantiles analizadas, el
20% de éstas contuvieron AFM; con un nivel promedio global de todas las
muestras de 0,04 ug/L, niveles de AFM; que se sitian por encima de los
aceptados por el Coédex Alimentarius. Sin embargo, y si analizamos por separado
las formulas infantiles de inicio y las infantiles de continuidad, podemos
observar que los valores de AFM; encontrados en las formulas infantiles de
continuidad son mucho mas elevados que los encontrados para las infantiles de
inicio. De hecho la media calculada para las diferentes formulas infantiles de
inicio estarian dentro del valor reglamentado para este tipo de producto por el
Codex Alimentarius, mientras que los valores obtenidos para las formulas
infantiles de continuidad excederian en mas de 7 veces los niveles permitidos en

esta reglamentacion.

Tabla 6.3 Presencia de AFM; en muestras de féormula infantil.

AFM; (ng/L)

Muestras

Muestra h positivas Intervalo Media + Desv.
Std.

Férmula infantil 55 11(20%)* 0,00 0,45 0,04 + 0,1
total

Férmula

infantil de 49 7 (14%) 0,00 - 0,42 0,02 + 0,07

1nicio

Férmula

infantil de 6 4 (67%) 0,00 — 0,45 0,18 +0,18

continuidad

*Valor en paréntesis indica el % de muestras por encima de valores aceptables segun el Cddex
Alimentarius (0,025 ug/L) con respecto al total.

Las Tablas 6.4 y 6.5 muestran los resultados obtenidos en el analisis



ANOVA aplicado a las muestras de formulas infantiles de inicio y de

continuidad.

Tabla 6.4 Resumen de resultados de muestras de formulas infantiles.

Grupos n Suma Media Varianza

Formula
infantil de 49 1,07 0,1783 0,0342
Inicio

Formula
infantil de 6 0,94 0,0191 0,0045
continuidad

El analisis estadistico de varianzas (ANOVA) nos indico la existencia de
diferencias significativas (P = 0,00007) entre las muestras de férmulas infantiles
de inicio y de continuidad. Esto se concluyd comparando los valores F arrojados

por el andlisis de varianza y rechazando la hipdtesis nula (Ho).

Tabla 6.5 Analisis de varianza (Hop = p; Hy p # p).

Origen de Grados Promedio Valor
Suma de Proba- e
las cuadrados de de los F bilidad critico

variaciones libertad cuadrados para F
Entre 0,1353 1 0,1353 18,434 0,00007  4,0230
grupos
Dentro de 53
10s grupos 0,3892 0,0073

Total 0,5246 54

El preparado para lactantes es un producto a base de leche de vaca o de
otras especies y/u otros ingredientes que han demostrado que son idoneos para la
alimentacion infantil. La seguridad nutricional y la adecuacion de la formula
infantil debe ser cientificamente demostradas para apoyar el crecimiento y
desarrollo normal de los nifios. A nivel industrial, se procede a realizar una serie
de modificaciones, tanto en su composicion de nutrientes (reemplazo de caseina

por proteinas de suero, agregado de determinados carbohidratos, reemplazo
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parcial de la grasa butirica por aceites vegetales, suplementada con vitaminas y

minerales), como en su estado fisico (cambio de liquido a polvo) (Koletzko et al.

2005).

En diversos paises se han realizados estudios de la presencia de AFM; en

productos lacteos y alimentos infantiles, trabajos que se recogen en la Tabla 6.6.

Tabla 6.6 Presencia de AFM; en formula infantil y leche materna en diversos

paises.
Total d Nivel de % de % por encima
Pais 0 at ae referencia muestras de nivel Referencia
muestras (ug/L) positivas aceptable
dia 153 0.05 97 100 Rastogi et
, al. (2004)
Reza-Oveisi
4 %
Iran 120 0,025 96,6 0 et al. (2007)
_ Tha et al.
*
Brasil 7 0,025 0 0 (2013)
Polychrona
Egipto  443%* 0,025 56 - ki et al.
(2007)
’ Sadeghi et
kk
Iran 160 0,025 98,12 0,62 al. (2009)
, Glirbay et
kk
Turquia 75 0,025 100 100 al. (2007)
Afshar et al.
4 sk
Irén 136 0,025 0,73 0 (2013)
o Adejumo et
sk
Nigeria 256 0,025 82 100 al. (2013)
) Tsakiris et
%
Grecia 30 0,025 46,5 0 al. (2013)
Kanungo y
(2013)
_ Tha et al.
sk
Brasil 100 0,025 2 0 (2014)

*Estudio realizado en formula infantil **Estudio realizado en leche materna
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Un estudio realizado en Teheran (Iran) por Reza-Oveisi et al. (2007), se
analizaron 120 muestras de formula infantil, de las cuales 116 (96,6%) fueron
positivas a la presencia de AFM;, con una media de 7,3 ng/kg (+ 3,9), pero

ninguna muestra excedi6 el limite establecido por el Codex Alimentarius (25

ng/kg).

En India, Rastogi et al. (2004) analizaron 35 muestras lacteas, de las
cuales 17 fueron alimento a base de leche para lactantes y 18 fueron formula
infantil, obteniendo un 100 y 94% de niveles positivos de AFM; por encima del
limite establecido por el Codex Alimentarius para las muestras de alimento a

base de leche para lactante y formula infantil, respectivamente.

Un estudio realizado en Grecia por Tsakiris et al. (2013), mostré que en
30 muestras de formula infantil analizadas, 46,5% tuvieron presencia de AFM,,

pero ninguna de ellas por encima de niveles aceptables.

En nuestro trabajo, 55 muestras analizadas correspondieron a féormulas
infantiles de inicio y de continuidad, donde 11 de ellas (20%) mostraron la
presencia de AFMj, con intervalo que fue desde 0,04 hasta 0,45 ug/L, y todas

ellas por encima del valor méximo permitido por el Codex Alimentarius (0,025

ug/L).

En Brasil, Tha et al. (2013), analizaron la incidencia y prevalencia de
AFM; en preparados para lactantes, sin encontrar presencia de la misma. El
mismo equipo de trabajo (Iha ef al., 2014) analizaron la presencia de AFM; en
100 muestras de leche materna, encontrando que en solo 2 muestras los niveles
de AFM; fueron superiores a 0,3 ng/L, por lo que concluyeron que los nifios

brasilefios amamantados tenian una exposicion insignificante a la AFM,.

La leche materna es la mejor fuente de nutricion para los bebés, ya que
proporciona una serie de beneficios para el crecimiento, la inmunidad y el
desarrollo (OMS, 2003). La observacion de la presencia de una amplia gama de
contaminantes en la leche materna (Solomon y Weiss, 2002; Turconi et al,

2004), plantea importantes problemas de salud (Landrigan et al, 2002; Pronczuk
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et al, 2004), aunque las consecuencias de dichas exposiciones sobre el desarrollo
del bebé son poco conocidas. El seguimiento de la exposicion infantil temprana
y materna, y la identificacion de patrones de exposicion, es importante para un
nimero de contaminantes altamente toxicos que son potencialmente transferidos

a la leche materna, incluyendo las aflatoxinas.

En Nigeria, Adejumo et al. (2013) detectaron AFM;, en el 82% de las 256
muestras de leche materna analizadas. Estos autores correlacionaron la presencia
de AFM; en diferentes distritos senatoriales de Ogun con el nivel
socioeconomico de la poblacion, encontrando una incidencia del 100% en Ogun

central, seguido de Ogun occidental con 82,35% y Ogun oriental con 66,7%.

Otro estudio realizado por Polychronaki et al. (2007) en leches de madres
egipcias, reportd la presencia de AFM; en 248 de las 443 muestras analizadas
(56% positivas) con mayores tasas de deteccion durante los meses de verano en
comparacion a los meses de invierno; en junio la presencia de AFM, fue del
96% (25/26,) y la menor presencia se produjo en febrero con un 16% de

presencia (8/49).

En Teheran (Iran), Sadeghi et al. (2009) encontraron que de 160 muestras
de leche materna analizadas, la AFM; se detectd en 157 muestras (98%) con una
concentracion media de 8,2 + 5,1 ng/kg (intervalo 0,3 - 26,7 ng/kg), de las que
s6lo una muestra excedi6 el limite de tolerancia maximo aceptado por la Union
Europea y EE.UU (25 ng/kg), aunque si se contempla la concentracion maxima
recomendada por Australia y Suiza (10 ng/kg), el nimero de muestras que

excedieron este limite fue de 55.

En México no hay registro de estudios previos de la presencia de AFM,
en formulas infantiles y tampoco hay evidencia de andlisis de esta aflatoxina en

leche materna.

6.3 Presencia de AFM; en leche y producto lacteo

Para el andlisis de la presencia de AFM; en leche y producto lacteo, se

obtuvieron 56 muestras (39 de leche y 17 de producto lacteo) de las cuales 15
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fueron productos deshidratados y 41 productos esterilizados UHT, obtenidos en
cadenas de autoservicio en Monterrey, Nuevo Ledn. Los resultados del
contenido de AFM; en las leches y producto liquido de base lactea, se muestran

en la Tabla 6.7.

Tabla 6.7 Presencia de AFM; en leche y producto lacteo, segin tipo de grasa
contenida.

AFM; (ug/L)
Muestras
Muestra n positivas Intervalo Media +
Desv. Std.
Leche 39 31 (23)* 0,00-1,17 0,26 + 0,28
Producto lacteo 17 12 (18) 0,00-1,29 0,24 + 0,37
Total 56 43 (21,4) 0,00-1,29 0,26 + 0,30

"Valor en paréntesis indica el % de muestras sobre valores aceptables con respecto al numero de
muestras, segin la NOM (0,50 ug/L).

Al analizar los resultados, observamos que las muestras de leche y
producto lacteo presentaron un valor medio de AFM; dentro del nivel permitido
por la NOM, si bien hubo un ntimero de muestras, dependiendo del tipo de leche
que excedieron el nivel permitido por esta norma. En concreto de 56 muestras
analizadas, el 77% mostraron presencia de AFM;, con un 21% de ellas por
encima de lo establecido por la NOM. Los productos deshidratados (leche y
producto lacteo) presentaron menores concentraciones de AFM; que sus

homologos liquidos.

Las Tablas 6.8 y 6.9 muestran los resultados obtenidos en el analisis

ANOVA aplicados a las muestras de leche y productos lacteos.

El anélisis estadistico de varianza (ANOVA) nos indic6 que no existieron
diferencias estadisticamente significativas (P = 0,5069) entre las muestras de
leche y producto lacteo. Esto se concluyé comparando los valores F arrojados

por el andlisis de varianza y aceptando la hipotesis nula (Hy).
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Tabla 6.8 Resumen de resultados de muestras de leche y productos lacteos.

Grupos n Suma Media Varianza
Leche 39 8,68 0,26 0,0829
Producto 17 4,15 0,241 0,1356
lacteo

Tabla 6.9 Analisis de varianza (Hop = p; Hy p # p).

Origen de Grados Promedio Valor
Suma de Proba- .
las adrados de de los F bilidad critico
variaciones " libertad cuadrados para F
Entre 0,0459 1 0,0459 04477 0,5069  4,0670
grupos
Pemm de 4,4090 8 0.1025
0S grupos
Total 4,4549 44

Tabla 6.10 Presencia de Aflatoxina M; en leche y producto lacteo, segun el
tratamiento tecnolédgico aplicado.

AFM; (pg/L)
Muestra " Muestras
positivas Intervalo Media +

Desv. Std.
UHT 41 33 (26,8%) 0,00 -1,29 0,30 +0,33
Deshidratada 15 10 (6,70%) 0,00 -0,74 0,13 +0,19
Pasteurizada 1 0 0 0
Total 56 43 (21,4%) 0,00 -1,29 0,26 + 0,30

* Valor en paréntesis indica el % de muestras sobre valores aceptables segin la NOM (0,50
ug/L), con respecto al nimero de muestras.

Si analizamos las muestras desde el punto de vista de tratamiento
tecnologico aplicado, los productos tratados con proceso térmico UHT fueron las
que presentaron los valores medios mas altos de AFM,; con un 26,8% de las

muestras por encima del nivel aceptable por la NOM. Asimismo, este tipo de



muestra presentd los niveles mas altos de AFM; en muestras individuales (hasta
1,29 ug/L). Por otro lado, las muestras de leche tratadas con un proceso final de
deshidratacion, presentaron niveles medios mas bajos de AFM; (0,13 ug/L) en

comparacion a las leches UHT, con un 6,7% de las muestras fuera de NOM.

Las Tablas 6.11 y 6.12 muestran los resultados obtenidos en el analisis
ANOVA aplicado a las muestras con tratamiento térmico UHT y proceso

térmico de deshidratacion.

Tabla 6.11 Resumen de resultados de muestras con procrso térmico UHT y
deshidratadas.

Grupos n Suma Media Varianza
UHT 41 12,4 0,3024 0,1071
Deshidratada 15 1,99 0,1326 0,0362

El andlisis estadistico de varianzas (ANOVA) nos indicé que no
existieron diferencias significativas (P = 0,0644) entre las muestras con
tratamiento térmico UHT y deshidratadas. Esto se concluyd comparando los
valores F arrojados por el andlisis de varianza y aceptando la hip6tesis nula (Hy).
Aunque las muestras deshidratadas presentaron medias inferiores a las mostradas
por las UHT, posiblemente la fuerte variacion entre muestras, evidente por las
elevadas desviaciones calculadas y el nimero de muestras mas reducido, en el
caso de las muestras deshidratadas, explicaria que las diferencias no fuesen

significativas.

Tabla 6.12 Andlisis de varianza (Hopu = p; Hy p # p).

Origen de Grados Promedio Valor
Suma de Proba- ree

las cuadrados de de los F bilidad critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre

0,3165 1 0,3165 3,56 0,0644 4,019
grupos
pentrode 4 795 54 0,0888
0S grupos

Total 5,1117 55
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En Brasil, Tha et al. (2013) detectaron AFM;, en el 83% de las muestras
de leche, con niveles que oscilaron desde 8 hasta 437 ng/kg para la leche liquida,

y de 20 hasta 760 ng/kg para la leche en polvo.

En un estudio realizado en China por Zheng et al. (2013) se analizaron
153 muestras de leche UHT y 26 muestras de leche pasteurizada, de las cuales la
AFM; estuvo presente en 54,9 y 96,2% de las muestras UHT y pasteurizada
respectivamente, aunque en todas ellas los niveles de AFM; se situaron por

debajo del limite legal de ese pais (0,5 ug/L).

En Pakistan, Sadia et al. (2012) analizaron 232 muestras de leche, de las
cuales 175 fueron productos de venta local (78% de muestras positivas a la
AFM; con un 28,6% fuera de nivel aceptable de 0,05 ug/L), 40 muestras de
leche doméstica (62% de muestras positivas con 45% fuera de limite) y 17

muestras procedentes de lecherias (88% positivas con 41% fuera de norma).

La Tabla 5.12 presenta los niveles de AFM; encontrados en estudios
realizados en diversos paises, mostrando los niveles fuera de la normativa
correspondiente a cada pais. En nuestro estudio reportamos que de 56 muestras
analizadas, el 77% mostraron presencia de AFM;, con un 21,4% de ellas por
encima de lo establecido por la NOM, que en comparacién con otros paises
donde se han realizado estudios similares, es inferior a los resultados obtenidos
por ejemplo en Turquia por Unusan (2006) con un 47% de las muestras por
encima del valor aceptable, en Iran por Mohammad et al. (2007) con un 78%,
Pei et al. (2009) en China con el 72%, Ghanem y Orfi (2009) en Siria con 70%,
Elzupir (2010) en Sudan con 83,33%, Mwanza y Dutton (2014) en Sudafrica con
85,6%, Kos et al. (2014) con 86%, en Kuwait por Srivastava et al. (2001) con
28%, Tekinsen y Eken (2008) en Turquia con 31% y Sadia (2012) en Pakistan
con 32% de las muestras por encima del nivel aceptable. Sin embargo, nuestros
resultados se encuentran por encima de otros reportes como el de Martins y
Martins (2000) en Portugal con 2,85% de las muestras por encima del nivel
aceptable, Bilandzic ef al. (2014) en Croacia con 9,64%, Zinedine et al. (2007)
en Marruecos con 7,4%, Almeida et al. (2013) en Brasil con 13,95% y de
aquellos que no presentan contaminacion de AFM; como los trabajos reportados

por Galvano et al. (2001) en Italia, Boudra et al. (2007) en Francia, Cano-



Sancho et al. (2010) en Espafa, Juan et al. (2014) en Italia, Nakajima et al.
(2004) en Japon, Zheng et al. (2013) en China, Atasever et al. (2014), Diaz y
Espitia (2006) e Tha et al. (2014) en Brasil.
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7. PRESENCIA DE AFB; EN PRODUCTO LACTEO

Las especies de Aspergillus productores de AFB; se encuentran en
cualquier parte del mundo, pudiendo crecer en una gran variedad de condiciones
ambientales y sobre una gran cantidad de alimentos, principalmente cereales,
especias y oleaginosas. Es por eso que muchos productos pueden ser
susceptibles de contaminacién. La ausencia de Aspergillus en el alimento no
necesariamente implica que el alimento no tenga aflatoxinas, debido a que la
toxina puede persistir aun después que el moho haya desaparecido, e incluso
después de la coccion del alimento. Los aceites procedentes de cereales u
oleaginosas se emplean en la sustitucion total o parcial de grasa de la leche y
dado que se ha demostrado la presencia de AFB; en estos productos, hemos

creido conveniente realizar la valoracion de su presencia en producto lacteo.

7.1 Validacion del método

Para evaluar la presencia de aflatoxina B; (AFB;) en productos lacteos,
fue necesario validar la técnica establecida por la NOM-188-SSA1-2002,
Productos y Servicios. Control de aflatoxinas en cereales para consumo humano
v animal. Especificaciones sanitarias, ya que se adaptdé a la matriz “producto

lacteo” incluyendo las formulas infantiles.

7.1.1 Definiciones relacionadas con la validacion
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* Validacion es la confirmacion mediante examen y provision de evidencia
objetiva de que se han satisfecho requisitos particulares para un uso

pretendido y especifico.

* Protocolo es un plan escrito de como va a ser realizada la validacion
incluyendo parametros de prueba, procedimientos, instrumentos y criterios

de aceptacion.



Plan de trabajo es un plan escrito de cudndo y por quién va a ser realizada
cada una de las actividades definidas en el protocolo de evaluacion de un

método analitico.

Linealidad es la capacidad del método analitico para obtener resultados de la
prueba que sean directamente proporcionales a la concentracion del analito

de un rango definido.

Precision es la medicion del grado de repetibilidad de un método analitico
bajo condiciones normales de operacion y es expresada como porcentaje de
desviacion estandar (%DER) o porcentaje de coeficiente de variacion (%CV)
para un numero de muestras estadisticamente significante y refleja el error

aleatorio.

Repetibilidad refleja la proximidad entre los resultados del método cuando se
desarrolla bajo las mismas condiciones estipuladas usando la misma muestra,
analizada por el mismo analista, en el mismo laboratorio, con los mismos

equipos y reactivos y durante la misma sesion de trabajo en un periodo corto.

Reproducibilidad es la proximidad entre los resultados obtenidos de un

método bajo condiciones distintas de analisis en dias diferentes.

Exactitud indica la capacidad del método analitico para obtener resultados lo

mas proximo posible al valor verdadero y refleja el error sistematico.

Limite de deteccion (LD) es la minima concentracion del analito que puede
ser detectada en una muestra y que es sometida al procedimiento completo
de analisis incluyendo la extraccién quimica o pre-tratamiento de la muestra.
Puede ser calculado a partir de la desviacion estandar de la respuesta al

origen de la ordenada y la pendiente de la curva de calibracion.

Limite de cuantificacion (LC) es la minima concentracion del analito que
puede ser determinada o cuantificada en la matriz y las condiciones descritas
en LD, con aceptable precision y exactitud bajo condiciones operacionales

del método.

Recobro (%R) es el porcentaje del elemento o compuesto de interés (analito)
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obtenido en la muestra fortificada (MF) calculando en de la cantidad

adicionada (CA) con la siguiente férmula:

MF x 100
CA

R =

* Coeficiente de correlacion (r) es la relacibn nominal teérica entre una
variable y otra que hace minima a la suma de los cuadrados de las
desviaciones de la primera con respecto a su proporcionalidad con la
segunda. Con proporcionalidad exacta, el coeficiente es 1, si no existe

ninguna relacion es cero.

* Pendiente (m),conocida también como coeficiente de regresion, indica la
sensibilidad de calibracion o del método y se expresa en unidades de
respuesta sobre unidades de concentracion o cantidad de analito. La
sensibilidad analitica relaciona la alatoriedad de la respuesta con la

alatoriedad debida a la variacion de la concentracion del analito.

* [Intercepto (b) es el estimador que se relaciona con la respuesta en presencia

de interferencias o errores sistematicos.

* Porcentaje de Coeficiente de Variacion (%CV), también llamado porcentaje
de Desviacion Estandar Relativa e indica la variacion que existe entre los
factores de calibracion y se calcula como la desviacion estandar de los
factores de calibracion por 100 entre el valor promedio de los mismos

factores obtenidos de cada uno de los niveles de concentracion.

*  Muestra fortificada es una muestra blanco que ha sido adicionada de una

concentracion conocida del analito.

7.1.2 Resultados de la validacion

La evaluacion realizada en la validacion del método analitico para la
determinacion de AFB; en productos lacteos por HPLC por el método descrito
en la NOM-188-SSA1-2002 fue satisfactoria, por haber realizado pruebas que

demuestran la linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion y limite de

136



cuantificacion, las cuales cumple para la AFB; validada con los criterios de

aceptacion de la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Criterios de aceptacion y resultados obtenidos en la validacion de la
determinacion de AFB1 en producto lacteo.

Criterio de

Parametros validados Resultados

aceptacion

Linealidad

Precision
(Repetibilidad)

Precision
(Reproducibilidad)

Exactitud

Limite de deteccion

Limite de
cuantificacion

Coeficiente de

r> 0,995

%CV <16

%CV <16

% R=280a
120%

0,001 2 0,010
ppb

0,001 2 0,010
ppb

Se obtuvo un coeficiente de
correlacion de 0,996, por lo
tanto la AFB, validada cumple
conr> 0,995

Se obtuvo lectura de
repetibilidad de 15,44, por lo
tanto la AFB, validada cumple
con %CV <16

Se obtuvo lectura de 14,28, por
lo tanto la AFB; validada
cumple con %CV < 16

Se obtuvo un %R de limite
inferior 83%, limite superior
104%, por lo tanto la AFB;
validada cumple con % de
recobro.

Se obtuvo un limite de deteccion
de 0,003 ug/L. La AFB,
validada cumple con el limite de
deteccion.

Se obtuvo un limite de
cuantificacion de 0,01 ug/L. La
AFB; validada cumple con el
limite de cuantificacion

correlacion (r) r=0,996
Interseccion al eje (b) b=73,5
Pendiente (m) m=79.6

7.2 Presencia de AFB; en productos lacteos
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7.2 Presencia de AFB1 en producto lacteo
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Se analizo la presencia de AFB; en 86 productos lacteos, de los cuales 54
fueron formulas infantiles y 32 productos lacteos (15 productos deshidratados y
17 productos fluidos). Para ello se trabajé de acuerdo a los esquemas de trabajo
que se especifica en las secciones 4.2.3.3 y 4.2.3.4 sobre preparacion de la

muestra y extraccion y cuantificacion de la AFB,;.

El resultado para todas las muestras analizadas fue negativo a la
presencia de AFB,. Este resultado generalizado demuestra, que si bien las
formulas infantiles y el producto lacteo son afiadidos de aceites vegetales en los
que se ha descrito la presencia de AFB;, los que se estan utilizando actualmente
para la formulacion de los productos descritos anteriormente estan libres de este

tipo de aflatoxina.
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VIII. RESULTADOS y DISCUSION
INGESTA DIARIA DE AFM, POR
GRUPOS DE EDAD E INDICE DE
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8. RESULTADOS Y DISCUSION. INGESTA DIARIA DE AFM,; POR GRUPOS
DE EDAD E INDICE DE RIESGO CARCINOGENICO

Los principales factores que tienen influencia sobre la toxicidad de las
micotoxinas en los humanos son: a) la biodisponibilidad y toxicidad de la
micotoxina; b) los sinergismos entre las diferentes micotoxinas presentes en el
alimento; c) la cantidad de micotoxina ingerida diariamente en funcion de la
concentracion de micotoxina y de la cantidad de alimento ingerido; d) la
continuidad o intermitencia de ingestion del alimento contaminado; e) el peso
del individuo y el estado fisiolégico y de salud de éste; y f) la edad del
individuo. Asi pues, los nifios y los jévenes son los grupos mas susceptibles a la
toxicidad de las micotoxinas debido a una mayor variacion del metabolismo
basal, y se ha descrito no tener suficientes mecanismos bioquimicos para la

detoxificacion (Haighton et al., 2012; Hassan y Kassaify, 2014).

Tabla 8.1 Resumen de los resultados obtenidos de todas las leches y productos
lacteos analizados.

AFM; pg/L
Muestra n Positivas
Intervalo Media +Desv
Estandar
Leche Bronca 51 16 (32%)" 0,00 — 0,88 0,07 + 0,154
Formula infantil 55 11 (20)° 0,00 — 0,45 0,04 + 0,01
Formula infantil 49 49 (14)b 0,00 — 0,42 0.02 + 0,067
de inicio
Formula infantil 6 4 (67)b 0,00 — 0,45 0.18 + 0,18
de continuidad
Pasteurizada 20 20 (19)° 0,00-0,56 0,37+0,13
UHT 105 96 (42)* 0,00 — 1,29 0,43 +0,30
Leche 75 71 (35) 0,00 1,17 0,41 +0,26
Producto lacteo 30 25 (47) 0,00 — 1,29 0,48 + 0,39
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Tabla 8.1 (Continuacion).

Deshidratada 15 10 (6,70)* 0,00 — 0,74 0,13+0,19
Leche 12 8 (8,33) 0,00 — 0,74 0,15+0,21
Producto lacteo 3 2(0) 0,00 - 0,07 0,07 £0,09

Valor en paréntesis (“) indica el % de muestras sobre valores aceptables segiin la NOM (0,50
ug/L), con respecto al niimero de muestras. (°) Indica el % de muestras sobre valores aceptables
segun el Codex Alimentarius (0,025 ng/kg).

La Tabla 8.1 resume los resultados obtenidos en las diferentes muestras
analizadas a lo largo de los dos muestreos realizados, datos que seutilizaran en la
estimacion de la ingesta diaria de AFM; en los diferentes segmentos de la
poblacion. La Tabla 8.2 resume los resultados referentes a ingesta diaria de
leche, productos lacteos y formulas infantiles por grupos de edad, asi como el
peso corporal promedio. Los datos aqui presentados, fueron tomados de la

Encuesta de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2012.

Tabla 8.2 Valores de ingesta diaria de leche, productos lacteos y formulas
infantiles, asi como peso corporal promedio por grupos de edad.

Grupo Edad (aiios) prcozlnes(;liT?L) Peso :l;? oral
Lactante menor 0/12 -1 0,840 3,55-10,8
Lactante mayor 1-2 0,650 10,8 — 13,03

Pre-escolar 2-4 0,313 13,03-17,52

Escolar 5-9 0,234 19,76 — 36,2

Adolescente 10-19 0,161 43,54 - 67,87
Adulto 20-59 0,132 75,74
Adulto mayor > 60 0,165 67,12

Datos obtenidos de la ENSANUT 2012
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8.1 Estimacion de la ingesta diaria de AFM; por la poblacion pre-escolar

8.1.1 Lactante menor (recién nacido a 6 meses)
La NOM-008-SSA2-1993, clasifica el desarrollo del infante como:

a) Lactante menor de 0 a 12 meses
b) Lactante mayor de 1 a 2 afios

c) Pre-escolar de 2 a 4 afios

Se analizo la ingesta diaria de AFM; en la poblacion de 0 a 6 meses de
edad; en esta etapa de vida del bebé la dieta es a base de leche materna o
sucedaneos de ésta como las férmulas infantiles de inicio. Es a partir de los 6
meses de edad que ocurre la ablactacion y el consumo de leche se reduce

paulatinamente y se introducen nuevos alimentos.

La encuesta ENSANUT 2012 (http://ensanut.insp.mx/) correspondiente

al segmento del estado de Nuevo Leon, donde se analizaron a 80824 infantes,
determind que el peso corporal promedio (PCP) de este segmento de la

poblacion al nacer fue de 3,55 kg, siendo a los 6 meses de 7,3 kg.

Se aplico la féormula de ingesta diaria de AFM; por kg de peso corporal,

descrita en el apartado 4.2.4 de este mismo trabajo (material y métodos):

Ingesta de AFM, =

Ingesta promedio de leche (L) x AFM1 (%) X Conversion (%)

Peso corporal (kg)

Aplicando el calculo anterior, la ingesta promedio diaria de AFM; a
través de formula infantil de inicio se situaria en un intervalo entre 4,40 ng/kg
PC por dia para recién nacidos y 2,54 ng/kg PCP/dia para lactantes de 6 meses
de edad.
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El valor correspondiente a la cantidad promedio de AFM, para formula
infantil de inicio, (descrita en la Tabla 8.1) fue 0,02 ug/L y el peso corporal para
infantes de 0 y 6 meses de edad (descrita en la Tabla 8.2) fue de entre 3,55y 7,8

kg de peso corporal respectivamente.

8.1.2 Lactante menor (hasta 12 meses)

Se analiz6 la ingesta diaria de AFM; por peso corporal, tomando en
cuenta que en esta etapa de la vida del lactante se lleva a cabo la ablactacion, y la
dieta del lactante en esta etapa de la vida se realiza a partir de la formula infantil
de inicio combinada con productos lacteos que contienen cereales y en ocasiones
contienen miel. En estos productos el contenido promedio de AFM; fue de 0,02

w/L.

Segun datos de la ENASANUT 2012, el promedio de peso en 89524
infantes de 12 meses fue de 10,8 kg y el promedio de consumo de féormula
infantil fue de 0,84 L diarios, que al aplicar la formula de ingesta promedio
diaria de AFM, por peso corporal a este grupo de edad se obtuvo como resultado

una ingesta promedio de 1,55 ng/kg de PCP por dia.

8.1.3 Lactante mayor (hasta 2 afios)

En esta etapa el infante ingiere formulas infantiles de continuidad, que
presentaron, segun nuestro estudio, una concentracion promedio de AFM; de
0,18 w/L. El consumo de leche reportado por la ENSANUT 2012 fue de 0,31 L
diarios y el PCP de 82101 infantes encuestados fue de 13,03 kg. Al aplicar la
formula de ingesta diaria de AFM,, se obtuvo una ingesta de 4,33 ng/kg de PCP

diarios.

8.1.4 Pre-escolar (hasta 4 afios)

En esta etapa el pre-escolar ingiere formulas infantiles de continuidad y
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también leche y productos lacteos (yogur, queso, batidos y postres a base de
leche). En este grupo, asi como en el resto de grupos que se exponen a
continuacién, se ha calculado la exposicion a la AFM; en referencia a la
ingestion de leche, pero no se ha tenido en consideracion la exposicion a esta
aflatoxina a través de otros productos lacteos. En este caso para realizar el
calculo de exposicion se promedié la concentracion de AFM; de formulas
infantiles de continuidad con la concentracion de AFM; de leches pasteurizadas,
UHT vy deshidratadas, asi como productos lacteos, obteniéndose una
concentracion promedio de AFM; de 390 ng/L. La ingesta de leche en un pre-
escolar segin la ENSANUT 2012 realizada en 184580 infantes fue de 0,31 L
diarios y el PCP fue de 17,52 kg. Al aplicar la formula de ingesta diaria de
AFM,, se obtuvo una ingesta de 6,90 ng/kg PC por dia.

En la Tabla 8.3 se muestra la ingesta de AFM; por peso corporal
promedio en lactantes menores, lactantes mayores y pre-escolares, de acuerdo al
tipo de formula infantil (de inicio, de continuidad, leche y productos lacteos) que

se consume en cada etapa de desarrollo.

La alimentacion infantil deberia ser inocua, sin embargo se registrd
contaminacion con AFM; en los diferentes tipos de formulas infantiles. Segin
los resultados incluidos en la Tabla 8.2, la poblacion de lactantes menores en su
etapa de recién nacidos, es en la que se estima niveles mas altos de ingesta de
AFM;, debido al PCP menor con respecto a un lactante de 6 meses de edad.
Cuando este infante adquiere peso y entra en su etapa de ablactacion, la ingesta
de féormulas infantiles de inicio se va reduciendo paulatinamente y se ingiere a su
vez otras formulas infantiles adicionadas con diversos cereales y en ocasiones
con miel. Esta ganancia de peso hasta los 12 meses de edad se ve reflejada
favorablemente en la disminucion de la ingesta de AFM; por PCP, hasta 1,55

ng/kg PCP/dia.

En la alimentacion de la poblacién de lactante mayor, se introducen las
formulas infantiles de continuidad con un grado mayor de contaminacion por
AFMj, por lo que aumenta el grado de exposicion en este grupo de infantes,
donde se estima una exposicion de hasta un 4,33 ng/kg PCP/dia en infantes hasta

de 2 afnos de edad.



Con respecto a la poblacion pre-escolar, la ingesta de formulas de
continuidad se presenta combinada con leche y producto lacteo (bebida de base
lactea con grasa vegetal), los cuales presentan mayor grado de contaminacion
por AFM; que las formulas infantiles. Es asi que en los pre-escolares de hasta 4
afios se estiman niveles de ingesta de AFM, diarios de 6,90 ng/kg PC/dia, siendo

este el mayor grado de exposicion en este grupo de edad.

Tabla 8.3 Ingesta de AFM, por PCP y dia e indice de riesgo carcinogénico
(IRC) en poblacion pre-escolar.

Consumo promedio

Peso . Intervalo de “IRC 2
E(~lad promedio Tlpo ?e ingesta de I'.'tervzﬂodde ng/kg
(aios) (kg) Ingesta férmula ng:lil\?[l ¢ PC/dia)
mfalltll (ng/kg/dia)
(L/dia)
0—6 Formula
3,55-17,3 infantil de 0,78—0,93 4,40-2,54 Riesgo
meses R
inicio
Formula
infantil de
6/12 -1 7,3-10,8 inicio + 0,93-0,84 2,54-1,55 Riesgo
Formula con
cereal
Formula de .
1-2 10,8 — 13,03 . 0,84-0,31 1,55-4,33 Riesgo
continuidad
Formula de
Inui + .
24  1303-175 continuidad 0,31 433-690 Riesgo
leche/produc-
to lacteo

* I3
Indice de riesgo carcinogénico segiin propuesta de Kuiper-Goodman, (1994) y Shundo et al. (2009).

En Tailandia, Ruangwises et al. (2011) reportaron datos de consumo de
formula infantil para la poblacion de 0 a 3 anos de 0,429 kg/dia, con un peso
corporal promedio de 10,1 kg y una presencia promedio de AFM; en formula
infantil de 0,004 ug/kg, con lo que obtuvieron valores de exposicion de 0,169
ng/kg de peso corporal y dia. A pesar que Tailandia no tiene una regulacion

oficial de los niveles de AFM; en foérmulas infantiles, éstas presentan valores
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bajos de AFM,, por lo que el calculo de ingesta de AFM, por peso corporal es

muy inferior al presentado en nuestro estudio.

En Grecia, Tsakiris et al. (2013) realizaron una estimacion de la ingesta
diaria de AFM, en nifos de 1 a 12 afios, encontrando el nivel més alto de ingesta
diaria de AFM, por peso corporal en nifios de entre 1 y 3 aflos de edad de 0,07
ng/kg de PC, lo que se esperaba teniendo en cuenta la relacion de la cantidad de

leche que se consume en relacién con el menor peso corporal.

Para los bebés y los nifios, la leche y productos lacteos son alimentos
escenciales, siendo los consumos elevados y muy frecuentes diariamente. Los
bebés, los nifios y los jovenes son mas susceptibles a la toxicidad de las
aflatoxinas debido a una mayor variacion del metabolismo basal, pudiendo no
tener suficientes mecanismos bioquimicos para la detoxificacion. En los nifios el
cerebro contintia su desarrollo durante muchos afios después del nacimiento y
esto puede causar una mayor susceptibilidad a las micotoxinas que afectan al

sistema nervioso central (Atasever et al., 2014).

8.2 Estimacion de la ingesta diaria de AFM; por la poblacion escolar
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Se analiz0 la ingesta diaria de AFM; en poblacion escolar de entre 5y 11

afnios de edad.

Tomando los datos de la ENSANUT 2012 correspondiente al segmento
del estado de Nuevo Leon, donde se analizaron a 652953 nifios en edad escolar,
se determind que el peso corporal promedio de este segmento de poblacion fue
de 19,76 kg en infantes de 5 afios, hasta 45,54 kg para infantes de 11 afios de
edad. Asimismo se obtuvieron datos del promedio de ingesta diaria de leche para
este segmento de poblacion, que correspondi6 a 234,4 mL diarios. En este caso
para realizar el célculo de exposicion se promedid la concentracion de AFM; de
leches pasteurizadas, UHT y deshidratadas, asi como productos lacteos.
Aplicando la formula de ingesta diaria de AFM; por PCP diario, obtuvimos un

intervalo de 4,62 ng/kg PCP/dia para nifios de 5 afios y hasta 2,0 ng/kg PCP/dia



para 11 afios de edad.

Resultados obtenidos en Francia por Leblanc et al. (2005) para este
grupo de edades comprendidas entre 3 y 14 afios, reportaron una media de 0,22
ng/kg PCP/dia. En Brasil Shundo et al. (2009) obtuvieron 1,04 ng/kg peso
corporal/dia en infantes de 5 a 7 afios de edad, mientras que en Espafia, Cano-
Sancho et al. (2010) obtuvieron para escolares de 4 a 9 afios de edad valores de
0,21 ng/kg PCP/dia. En Tailandia, Ruangwises et al. (2011) reportaron
resultados para escolares de >3 a 9 afios de 0,26 ng/kg PCP/dia y en Francia
Sirot et al. (2013) reportaron valores de 1,56 ng/kg PCP/dia. Estos y otros

estudios sobre la exposicion humana a AFM; se recogen en la Tabla 8.4.

Los resultados presentados en nuestro trabajo, a pesar que el promedio de
AFM; se encuentra dentro de la NOM, son considerablemente altos en relacion a
los presentados en otros paises, debido a que éstos manejan niveles de tolerancia
a las AFM; diez veces menores (0,05 ug/L) a lo que la NOM acepta (0,5 ug/L).
Si nuestra normatividad manejara los mismos valores que la UE, los resultados

de estimaciones de exposicion a AFM; serian similares a los aqui comparados.

Tabla 8.4. Resultados de ingesta diaria de AFM; en poblacion escolar.

Resultado IRC

Pais Autor Edad ng/kg de (2 ng/kg
PC/dia PC/dia)

Francia Leblanc et al. 2005 3-14 0,22 No riesgo
Brasil Shundo et al. 2009 5-7 1,04 No riesgo

- Cano-Sancho et al. .
Espafia 2010 4-9 0,21 No riesgo
Tailandia Ruangwises et al. 3-9 0,26 No riesgo
2011
Francia Sirot et al. 2013 3-17 1,56 No riesgo

* I3
Indice de riesgo carcinogénico segiin propuesta de Kuiper-Goodman, (1994) y Shundo et al. (2009).

Asimismo nuestro resultado, al reportar niveles por encima a 2 ng/kg
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PCP/dia, presentd una situacion de riesgo carcinogénico segun la propuesta de

Kuiper-Goodman (1994).

8.3 Ingesta diaria de AFM, por la poblacion adolescente
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En esta seccion se analizd la ingesta diaria de AFM; en poblacion

adolescente con edades entre 12 y 19 afios.

Tomando los datos de la ENSANUT 2012 correspondiente al segmento
del estado de Nuevo Leoén, donde se analizaron a 674973 adolescentes, se
determind que el PCP de este segmento de poblacion fue en un intervalo de
51,71 kg en jovenes de 12 afios a 67,87 kg a los 19 afios de edad. Se obtuvieron
datos del promedio de ingesta diaria de leche para este segmento de poblacion,
que correspondié a 161,6 mL de leche diarios. Con estos datos, se aplicod la
formula de ingesta de AFM; por peso corporal y dia, obteniéndose un intervalo
entre 1,21 ng/kg de PC/dia para los jovenes de 12 afios y 0,93 ng/kg de PC/dia

para los de 19 afios de edad.

Los resultados obtenidos en Espafia por Cano-Sancho et al. (2010) para
este grupo de edad (10 a 19 anos de edad), reportaron una exposicion de 0,075
ng/kg PCP/dia. En Tailandia, Ruangwises et al. (2011) reportaron resultados
para escolares mayores de 9 a 19 afios de 0,12 ng/kg PCP/dia y Leblanc et al.
(2005) en Francia mostraron valores de exposicion de0,01 ng/kg PCP/dia.

Tabla 8.5. Resultados de ingesta diaria de AFM; en poblacion adolescente.

Resultado IRC
Pais Autor Edad ng/kg de (2 ng/kg
PC/dia PC/dia)
Francia Leblanc et al. (2005) 3-17 0,01 No riesgo
- Cano-Sancho et al. .
Espafia (2010) 10-19 0,075 No riesgo
Tailandia ~ Ruangwises ef al. 9-19 0,12 No riesgo

(2011)

* ’
Indice de riesgo carcinogénico segiin propuesta de Kuiper-Goodman, (1994) y Shundo et al. (2009).



Nuestros resultados obtenidos para adolescentes es considerablemente
menor del reportado en el segmento de poblacion escolar (4,62 — 2,0 ng/kg
PCP/dia para 5 — 11 anos), debido a que la poblacion adolescente ingiere menor
cantidad de leche y productos lacteos, disminuyendo el riesgo carcinogénico. Sin
embargo, al comparar nuestros resultados con el segmento similar en otros
paises, (Tabla 8.5), nuestro resultado se encuentra muy por encima de la

exposicion estimada en estos paises.

8.4 Estimacion de la ingesta diaria de AFM; por la poblacion adulta

Se analizo la ingesta diaria de AFM; en poblacion adulta de entre 20 y 59

afnios de edad.

Tomando los datos de la ENSANUT 2012 correspondiente al segmento
del estado de Nuevo Ledn, donde se analizaron a 2547294 adultos, se determino
que el PCP de este segmento de poblacion fue de 75,74 kg y el promedio de
ingesta diaria de leche para este segmento de poblacion, correspondi6 a 131,7
mL de leche diarios. La ingesta de AFM; por leche y producto lacteo aplicando
la féormula correspondiente para este grupo de edad fue de 0,68 ng/kg de

PCP/dia.

La Tabla 8.6 muestra resultados de la ingesta diaria por peso corporal de

AFM; en poblacién adulta (20 a 59 afios) en estudios realizados en varios paises.

Los resultados que obtuvimos en la ingesta diaria de AFM; en poblacion
adulta es menor a la reportada en poblaciones menores (pre-escolar, escolar y
adolescente), ya que este segmento de la poblacion ingiere menos cantidad de
leche y producto lacteo y aumenta el PCP, sin embargo aun se encuentra por
encima de los valores reportados en otros paises, a excepcion de los reportados
en Francia y Serbia por Sirot et al. (2013) y Skrbic et al. (2014) respectivamente.
Los valores mas bajos reportados en la bibliografia fueron los de Africa (JECFA,
2001), Irlanda (Coffey et al.,, 2009) y Turquia (Kabak et al., 2012) con 0,002,
008 y 008 ng/kg PCP/dia, respectivamente. El JECFA, comité de expertos en

evaluacion de los riesgos asociados con las sustancias quimicas (www.fao.org),
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reportd para América Latina una ingesta diaria de AFM, por peso corporal en
poblacion adulta de 0,058 ng/kg PCP/dia, sin embargo esta estimacion es diez

veces menor de la que aqui reportamos.

Tabla 8.6. Ingesta diaria de AFM; en poblacion adulta (20 — 59 afios) reportada
en diferentes paises.

Resultado
Pais Autor Ano ng/kg de
PC/dia

América Latina JECFA 2001 0,058
Africa JECFA 2001 0,002
Oriente medio JECFA 2001 0,1
Europa JECFA 2001 0,11
Lejano oriente JECFA 2001 0,20
Francia Leblanc et al. 2005 0,09
Brasil EMBRAPA 2007 0,08
Marruecos Zinedine 2007 0,054
Irlanda Coffey et al. 2009 0,008
Brasil Shundo et al. 2009 0,08
Espaia Cano-Sancho et al. 2010 0,075
Tailandia Ruangwises et al. 2011 0,04
Argentina Signorini ef al. 2012 0,12
Turquia Kabak et al. 2012 0,008
Portugal Duarte et al. 2013 0,08
Brasil Almeida et al. 2013 0,018
Francia Sirot et al. 2013 0,89
Serbia Skrbic et al. 2014 0,90

JECFA: Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios y Riesgos Asociados a
Sustancias Quimicas.
EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.

152



8.5 Estimacion de la ingesta diaria de AFM; por la poblacion adulta mayor

Se analizé la ingesta diaria de AFM; en poblacion adulta mayor,

correspondiente a poblacion mayor de 60 afios de edad.

Tomando los datos de la ENSANUT 2012 correspondiente al segmento
del estado de Nuevo Ledn, donde se analizaron a 462885 adultos mayores, se
determind que el peso corporal promedio (PCP) de este segmento de poblacién
fue de 67,12 kg y el promedio de ingesta diaria de leche para este segmento de

poblacion correspondid a 165,6 mL de leche diarios.

Aplicando los datos descritos para esta poblacion a la formula
correspondiente a la ingesta de AFM; por PCP y dia, se obtuvo una estimacion
de ingesta promedio diaria de 0,96 ng/kg PCP/dia debida a este tipo de alimento.
Este resultado se encuentra por debajo del indice de riesgo carcinogénico,

debido a la baja ingesta de leche y productos lacteos de esta poblacion.

Algunos autores reportan trabajos de exposicion a AFM; realizados en
adultos mayores, como Cano-Sancho et al. (2010) en Espafia y Ruangwises ef al.
(2011) en Tailandia, cuyos resultados dan estimaciones para esta aflatoxina de
0,05y 0,03 ng/kg PCP/dia respectivamente. Estos valores se encuentran muy por
debajo de los estimados en nuestro trabajo, tal vez debido a que a pesar que el
valor de AFM; se encuentra dentro de la NOM, este valor estd muy por encima

de los valores méximos de AFM; aprobados en la normativa europea.

El conjunto de resultados correspondientes a la ingesta de AFM; y el
indice de riesgo cancerigeno en todos los grupos de edad, se muestran en la tabla

8.7.

Seglin los resultados mostrados en la Tabla 8.7, la poblacion que presenta
un indice mayor de riesgo carcinogénico fue la comprendida entre el recién

nacido y la poblacion escolar.
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Tabla 8.7. Ingesta promedio diaria de AFM, por grupos de edad e IRC.

Peso Ingesta de
Poblacién Edad  Ingesta de romedio AFM,/PC/ IRC (>2
(aios) leche (L) p (kg) dia ng/kg/dia)
g (ng/kg/dia)
Lactante 0-6/12 0,78—0,93 3,55-73 440-254 Riesgo
menor
Lactante .
6/12—-1 093-0,84 73-10,8 2,54—-1,55 Riesgo
menor
Lactante .
1-2 0,84-0,31 10,8—-13,03 1,55-4,33  Riesgo
mayor
P 1 2-4 0,313 BO3= " 433_690 Ri
re-escolar — , 17.52 , , €sgo
19,76 — )
Escolar 5-11 0,234 45,54 4,62 -2,0 Riesgo
Adolescente 12-19 0,161 >1,71 = 1,21 -0,93 .NO
67,87 riesgo
No
Adulto 20 —-59 0,131 75,74 0,68 .
riesgo
No
Adulto mayor > 60 0,165 67,12 0,96 .
riesgo

* I3
Indice de riesgo carcinogénico segiin propuesta de Kuiper-Goodman, (1994) y Shundo et al. (2009).

Los lactantes menores fueron el grupo de mayor consumo de formulas
infantiles y en relacion al peso corporal promedio presentaron una alta ingesta
promedio diaria de AFM,. A partir de los 6 meses de edad el consumo de
formulas infantiles disminuye y son complementadas con féormulas adicionadas
con cereales y otros nutrientes. En el grupo de pre-escolares la dieta del infante
es complementada con formula infantil de continuidad, la cual mostré niveles
mas altos de AFM,; y a pesar del aumento de PCP, la ingesta promedio diaria de
AFM; por PCP es la mayor de todos los grupos de edad y en consecuencia el

IRC es el mayor.

En la poblacion escolar la dieta del infante es complementada con leche y
producto lacteo y a pesar que el PCP de este grupo de edad se incrementa, el

nivel de contaminacion en estos productos es mayor que en las formulas



infantiles, mostrando niveles de ingesta diaria de AFM; superiores al limite del

IRC.

A partir de la edad adolescente en adelante, la ingesta de leche y
productos lacteos va en disminucion y el PCP se incrementa, esto hace que
desaparezca el IRC al estar estos resultados por debajo del umbral de riesgo (2

ng/kg de PCP/dia).
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En el primer muestreo, donde se analizaron 84 leches y producto lacteo,
se obtuvo la presencia positiva de AFM; en todas las muestras analizadas por la
técnica ELISA, obteniendo un 40% de éstas con niveles por encima de lo que
marca la NOM-243-SSA1-2010 (0,5 ug/L). El método de ELISA proporciono la
clara evidencia de la presencia de AFM; en la leche liquida (pasteurizada y
UHT) que ingiere la poblacién en el area metropolitana de Monterrey, N.L.
Meéxico, lo cual dio pauta a la investigacion con el método oficial HPLC que
marca la NOM-243-SSA1-2010 en un amplio espectro de productos, incluyendo
leche y producto lacteo que se consume en la region, asi como leche bronca

(cruda) y férmulas infantiles.

En el segundo muestreo, se encontrd que la leche bronca o cruda no
representa un problema en cuanto a la presencia de AFM,, ya que s6lo un 4% de
estas leches se encontraron fuera de la NOM. Esto sugiere que la leche bronca
que se produce en el pais no es la responsable de la contaminacién por AFM; en
leche y producto lacteo, sino que probablemente la gran cantidad de leche
descremada en polvo que México importa de otros paises es la causante de la
presencia de esta aflatoxina en la mayoria de las leches comercializadas en el

area de muestreo.

Al analizar las formulas infantiles (de inicio y de continuidad) se observo
que el 20% de ellas, y en especial las de continuidad, presentaron niveles por
encima de lo que marca el Codex Alimentarius (0,025 ug/kg), tomandose este
valor de referencia, ya que la NOM-131-SSA1-2012 que trata de féormulas

infantiles, no establece limites para la presencia de AFM,.

De las leches y producto lacteo tratados con proceso térmico, las
muestras que reciben proceso de UHT presentan una mayor presencia de AFM,
con un 38,5% de ellas por encima del limite que establece la NOM, seguida por
la leche pasteurizada y la leche deshidratada con un 19 y 6,70% de las muestras

analizadas por encima de lo que marca la NOM.

Debido a que la leche en México es adulterada con grasa de diversos
origenes, entre ellos con aceite de maiz y oleaginosas, donde se ha demostrado la

presencia de AFB;, se decidid analizar el contenido de AFB; en leche



adulterada con grasa vegetal, denominada por la NOM como producto lacteo. El
analisis no arrojo resultados positivos para esta aflatoxina en ninguna de las

muestras analizadas.

Seglin los datos obtenidos de la ingesta promedio diaria de AFM; por
grupos de edad, se observd que los nifios de edades comprendidas entre recién
nacidos y edad escolar (0 - 11 afos) son el grupo poblacional que presenta los
niveles mas altos de exposicion a la AFM,, (4,40 - 6,90 ng/kg PCP/dia) ya que
en este grupo se encuentran los lactantes, cuya dieta hasta los 6 meses es a base
de leche materna opta por el uso de sucedaneos de la leche materna como las
formulas infantiles de inicio o continuidad, presentando esta poblacion niveles
de ingesta de AFM; por encima del limite del indice de riesgo carcinogénico (2

ng/kg/dia).

Aunque en la poblacion pre-escolar y escolar se modifica la frecuencia,
el tipo y el consumo de leche y productos lacteos, el peso corporal todavia no es
suficientemente alto para revertir los valores de ingesta promedio diaria de
AFM,, (4,62 — 2 ng/kg PCP/dia) presentando niveles elevados de riesgo
carcinogénico. Al disminuir la ingesta de leche y productos lacteos por la
poblacion adolescente, adulta y adulta mayor, y al relacionar esta ingesta con el
peso corporal, la ingesta promedio diaria de AFM; (1,21, 0,68 y 0,96 ng/kg
PCP/dia respectivamente) se encuentra por debajo del indice de riesgo

carcinogénico, no representando riesgo a este respecto.

Este estudio demuestra la contaminacion por AFM; en niveles elevados
en la leche y producto lacteo que consume la poblacion regiomontana y en
niveles que exceden los limites que marca la NOM. Esto es particularmente
critico en la poblaciéon infantil, desde recién nacidos hasta la edad escolar, en
donde el consumo de leche y formulas infantiles forma parte de su alimentacion
basica y al mostrarse que exceden los valores establecidos en el Codex
Alimentarius, se encuentran expuestos al riesgo carcinogénico bien demostrado
de la AFM,, por lo que las autoridades encargadas de legislar y redactar la NOM
sobre formulas infantiles deberian definir claramente los valores minimos

permisibles, para tener un mayor control y minimizar el riesgo para la salud.
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