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INTRODUCCIÓN 

La ganadería de leche en su modalidad especializada, se 

inició en México en la década de los anos veinte, mediante la 

importación de razas 

partir de los anos 

como Holstein, Pardo Suizo y Jersey (11). A 

sesenta, se observó un gran desarrollo 

tecnológico en los países ganaderos vanguardistas, revolucionando 

los métodos y sistemas de explotación de ganado lechero (11). 

De acuerdo a las proyecciones realizadas en 1985 (11), México 

contaba con 4. 3 millones de vacas lecheras que producían 9. 6 

millones de litros de leche diarios. 

La población ganadera especializada en la producción lechera 

en nuestro país está determinada por los sistemas empleados,las 

regiones geográficas adecuadas para las distintas razas y cruzas 

para este fin. De lo anterior se desprende lo siguiente: la raza 

Holstein Friesian representa un 12 % de la población total ganadera 

y produce el 57 % de leche, todo esto bajo el sistema intensivo o 

estabulado. Las cruzas de cebú y criollo con ganado europeo 

especializado representa el 20 % de la población y contribuye con 

el 17 % de la producción lechera, bajo el sistema semiintensivo o 

semiestabulado y por último, las cruzas de razas lecheras con cebú, 

criollo y mezclas de éstas dos últimas comprenden el 68 % de la 

población aportando el 22 % de la producción de leche (11). 

La producción láctea es reflejo de la calidad genética, grado 

de especialización, buen manejo y alimentación del hato. Toda 

mejora en la alimentación se manifiesta en una eficiencia general 

de la explotación. 
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En la producción ganadera la alimentación es la más importante 

desde el punto de vista económico por su determinación en los 

costos directos de producción. La alimentación representa entre 

el 60 y el 85 % de dichos costos, razón por la que se debe mantener 

un estricto control de calidad y precio de los nutrientes que se 

usan. 

Los alimentos para animales se han clasificado de acuerdo al 

Consejo Nacional de Investigación de los Estados Unidos (NRC) en 

las siguientes categorías : a).- forrajes secos y alimentos toscos 

(+de 18 % fibra bruta), b) .- pasturas cultivadas ( forma verde ) , 

c) .- ensilajes, d) .- elimentos energéticos ( - de 20 % de proteína 

y - de 18 % de fibra cruda ) granos de cereales, e).- suplementos 

proteicos + de 20 % de proteina ) , f). - suplemGr:tos rnineralGs, 

g).- suplementos vitaminicos, h) .- adi~ivos 

Dentro de los ingredientes comúnmGnte usados para elaborar 

dietas para vacas lecheras se tiene sorgo, 

harinolina, alfalfa, silc de maíz, subproductos agi:oindustriales, 

etc ... (71,79) 

Cuando existe un mal manejo en producción o almacenamiento 

éstos ingredientes pueden ser contaminados con productos tóxicos 

como pesticidas, metales pesados o bien rnicot.oxinas 

(26,19,20,21,39,58,64,70,74,88,94,95)). 

En el caso de las micotoxinas, generalmente contaminan 

cereales (99), oleaginosas y ensilados entre otros, mediante el 

desarrollo de hongos los cuales pueden producir toxinas y 

contaminar estos nutrientes (15,28,56). 
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Aunque existen procedimientos para eliminar la contaminación 

de micotoxinas (1,27,38,42,47,48,51,54,64,6~,98) ~ ~roporcionar 

materiales aptos para el consumo animal, el ganado en muchas 

ocasiones, se expone a ingredientes contaminados, sufriendo una 

amplia variedad de manifestaciones, que dependen de la 

susceptibi 1 idad del ind:!. viduo, edad, peso, estado nm:ricional, sexo 

etc ... éstas manifestaciones pueden ser• ~neficiencia a los 

productos inmunológicos (59,80), crecimiento defici¿~te, baja de 

peso y conversión alimenticia, mayor sensibi:i.dad a las 

enfermedades infecciosas (31), abortos (61), leuco,~ncefalomalacia 

(caballos) (25, 73), inhibición de la sintesis de p~otcinas (43) y 

principalmente pérdidas económicas para el productor (45, 31,59). 

Los principales hongos productores de micotoxinas, pertenecen 

a los géneros Aspergíllus, Fusaríum y Penícíllíum pero, especies de 

otros géneros también pueden producirlas. 

Entre las especies que se reconocen como productoras de 

micotoxinas, existen cepas no tox~génicas, por lo tanto, la 

presencia de hongos en un ali1nen·to no ilnplicct ne(~.~sariamer1t.e la 

presencia de micotoxinas (13); por otro lado, un mismo hongo puede 

producir diferentes tipos de i:oxinas si1".ul•~2.nean.e·;,_:2 '.Pusaríurn 

produce Zearalenona y fumosi~as) ¡ ~i -:- 1 
' . _, , J 2or es~:a razfn, ~s posi.ble 

que la dieta diaria esté ~on~ami11ada con más de ~.:.a rr.icotoxina 

( 13) . 

También es importante notar que puec:e ;.,c:'.::2r co;;·~aminación con 

micotoxinas aunque no haya presencia visible de hon~ros o cambios de 

aspecto, color, olor o sabor en los mencionac'os ing :·edientes ( 15) . 
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Las micotoxinas más comúnmente repo:tt.adas co1n J contaminantes 

de granos o alimentos procesados son: af::.:~·':oxinét<'. zea::-alenona, 

ochratoxina A, trichothecenos, deoxini val<mol, patulina y 

fumosinas (55,73). De las anteriores, las aflatoxinas han sido las 

que más se han estudiado, debido a que cons·::i tu yen un grupo de 

compuestos carcinogénicos muy potentes, como es el caso de la 

aflatoxina Bl, (AFBl) (18,32,33,72,). 

Existen otras aflatoxinas corno la B2, Gl, G2, Ml y M2, que se 

pueden encontrar en granos básicos o alimentos destinados al 

consumo humano y animal (26,33). 

Las aflatoxinas son metabolitos secundai.-ios ni.ntc!·ti.zados durante 

el desarrollo del hongo y su producción puede ocur:ir en el campo 

(59,95), durante el cultivo ~je después ~E ::1 co.aecha, así como 

durante el almacenamiento (33,39). 

En el campo, la producción esi:.[:. ::-elacioc.acl<:: con 9:. estres de la 

sequia, las prác~icas de culti~=, ~~pos de maíz, ~umedad y altas 

temperaturas (14,22,50). 

En el almacenamiento de granos, las º'-ºlc.·=cxinas se producen en 

un rango de temperatura de 25ºa 35° e, a una humedad relativa 

mínima de 85 % y un contenido de humecta~ en el grano de 16 % (70) . 

Muchas de éstas condiciones se han presentado en la Unión 

Americana en C.iferentes años. Así, en 2 ... año C'.e 1982 en la 

localidad de Missouri, los niveles medios de aflatoxina en maíz, 

variaron de O. o partes por billón (ppb) , o ;nicrogramos por 

kilogramo (µg/k), a trazas; en 1983 los niveles rnportados fueron 

de 18 a 70 ppb y en 1984, de 37 ppb (53,94\. En l.903 y 1984 los 
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niveles de aflatoxina lH fueron mayores que en 1982 debido al 

es tres de la sequia y a las al tas temperaturas, ocasionando 

pérdidas económicas de 140 millones de dólares, debido a problemas 

de comercialización y por representar un alto riesgo para la salud 

animal (45). 

Estudios de incidencia de aflatoxinas en maíz producido en 

México, (29,30) determinaron, que en maíz recién co:oechado durante 

1982 en el Estado de Gto., la presencia de aflatoxinas fué 

negativa. Asi mismo se analizaron muestras de maiz (3), almacenado 

en condiciones rurales en el sureste de la misma entidad federativa 

y se encontró que la presencia del género Aspergillus y Penicil.lium 

fué baja, tal vez las condiciones climáticas y de cultivo no 

favorecieron la presencia de Aspergillus ni de las aflatoxinas. 

En México, D. F', , se reportó ( 4 3, 6J) q·.c e el'" 2 9 O muestras 

analizadas en 1984, 46 (18,96 %) presentaron afléctoxina Bl, con 

niveles de 25 a 100 ppb, de las cuales 41 pe•·tene•;:i.an a alimento 

concentrado, 4 a sorgo y una a silo ele maiz. 

En 1985 se analizaron 276 muestras, presentando contaminación 

sólo 15 (5.4 %); tal parece que esta dismLnución de la 

contaminación en 1985, con respecto a 1984, puede atribuirse a las 

condiciones climáticas (37). Mientras que en Mont~rrey, N.L., en 

1990 (82) se analizó maíz que se distribuía en la ciudad 

encontrándose niveles de AF'Bl que variaron de 5.03 - 465.31 ng/g, 

nivel superior a los permitidos en México (20 µg/k) (23,77) y AF'Gl 

en concentraciones de 1.59 - 57.10 ng/g 
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Lo anterior confirma que la presencia de ésto,; contaminantes 

(aflatoxinas) en los alimentos, es estacional y errática y que los 

riesgos para la salud humana y animal son altos. 

El órgano más afectado por la aflatoxina en todas las 

especies es el hígado. El cáncer del higado se relaciona en muchos 

de los casos a una larga exposición con alimentos contaminados 

(16,32,97). 

Sí corrnideramos la presencia de aflatoxina:; en alimentos 

básicos y los efectos de éstos contaminantes al entrar a la cadena 

alimenticia, podemos comprender el riesgo que implica para la salud 

pública (49,93,97). 

El humano se encuentra expuesto directa o indirectamente al 

consumo de aflatoxina Bl o aflatoxina Ml ya SE:a a través de 

cereales contaminados o productos alimenticios de origen animal, 

como la leche (esquema No 1) ( 4 4, 8 3, 9 O, 91, 9 3) . 

Varios autores han reportado que las aflatoxinas y sus 

derivados se difunden por todos los tejidos corporales de aves, 

(18), porcinos (35), equinos (5) y bovinos (10). Especialmente en 

higado, rifiones, músculo esquelético , tracto gastrointestinal y 

son excretados en heces, orina y leche (4,9,3~,65,75,76,92). 

Un estudio de metabolismo de aflatoxina Bl ''in vitro'', usando 

homogeneizados de hígado de diferentes animales, mostró 

diferencias en la actividad metabólica de las células hepáticas. 



ESQUEMA 1 
Entrada de aflatoxina Bl (AFBl} en la cadena alimenticia 

Aspergillus flavus y Aspergillus paraslticus 

Consumido 
productor 

l 
carne 

1 
AFBl 

Campo y/o Almacén 

i--·· 
Maiz, cacahuate , arroz, trigo, 
cebada, avena, sorgo , etc . 

Alimento contaminado con AFBl 

1 

por 
de 

ganado Consumido por el 
humano 

1 

1 
leche 

1 
AFMl AFMl 

._____J____,_ ___ J 

Humano 

1 
Riesgo de: 

1 
cáncer 

-1-------·--1 
mutagénesis teratogénesis muerto 

7 
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Así se observó que de 25 µg de aflatoxina Bl, adicionados a 

cada substrato, el higado de borrego metabolizó el 30 %,mientras 

que con 50 µg de AFBl, el hígado de becerro, fornlaba 1.35 µg de 

AFMl por gramo de homogeneizado durante una hora de incubación 

( 10) . 

Se ha reportado, que cuando la aflatoxina Bl es ingerida por 

bovinos, ésta inhibe las bacterias ruminales, si se ingiere una 

dieta a base de granos, inhibe las bacterias c:rran positivas, 

bajando la concentración de ácidos grasos volátiles 

acetato/propionato, si la dieta es a base de heno inhibe las 

bacterias gran negativas bajando la digestibilidad de la celulosa 

(9,40,80). 

Esta AFBl es convertida en el hígado (citosol) por 

hidroxilación (85) a diferentes metabolitos entre ellos la AFMl, 

aflatoxicol, aflatoxina B2a, parasiticol y Pl 

(1,7,9,17,34,36,46,49,52,62,65,72,77,81); siendo la aflatoxina Ml 

el metabolito más abundante en leche ( l a 3 %) (24). 

Los efectos carcinogénicos de AFMl, son menores que los de 

AFBl, aunque su potencial tóxico es muy similar (26,17), también se 

conoce que algunas vacas pueden producir leche contaminada sin 

manifestar síntomas subagudos de intoxicación (10). 

Por lo antes expuesto la contaminación de leche con 

aflatoxina Ml, puede presentar un riesgo potencial para mamíferos, 

siendo el riesgo más alto para los recién nacidos ya que su 

alimentación es exclusivamente a base de leche y son éstos los más 

susceptibles a los efectos tóxicos de las aflatoxlnas (57,58,59). 
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Con estas bases se realizó un estudio para detectar aflatoxina 

Ml en leche de ganado bovino en el estado ele Guanjuat.o; ya que la 

bibliografia consultada no reportó datos de métodos confiables para 

la detección de AFMl en nuestro país (37), ni el grado ele 

incidencia en leche de ganado bovino, lo cual no significa que los 

problemas que causa ésta aflatoxina no existan. 



OBJETIVO GENERAL 

1.- Detección de aflatoxina Ml, en leche de ganado bovino 

en el estado de Guanajuato. 

OBJETJVOS PARTICULARES 

1.1.- Selección de un método para detección de aflatoxina 

AFMl en lec he . 

10 

1.2.-Confirmación de la eficiencia y reproduc~ibilidad del método 

seleccionado en: 

a) Leche fluida contaminada experimenta lmente 

b) Leche fluicl--_ e'><:e-ret:o-aEla f}E>r \.rna v ac;:a ·· a-eua..1_co.nsm1LLó_ 

aflatoxina Bl en la dieta 
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HIPÓTESIS 

Si la af latoxina Bl (AFBl) es ingerida en el alimento por 

los bovinos, biotransformada en aflatoxina Ml (AFMl), excretada en 

leche y consumida por los mamiferos representando un riesgo 

potencial para la salud püblica, entonces será necesario adecuar un 

método confiable, capaz de detectar la concentración de ésta 

micotoxina en leche. 



l.2 

MATERIAL Y METODOS 

La realización de éste trabajo se llevo acabo en tres etapas: 

Primera etapa 

1.- Selección de un método para detección de aflatoxina Ml 

en leche. 

Segunda etapa 

2.- Confirmación de la eficiencia y reproductibilidad del 

método seleccionado : 

1.2- leche fluida contaminada experimentalmente. 

2. 2. - leche fluida excretada por una w1ca la cual 

consumió aflatoxina Bl en la dieta. 

Tercera etapa 

3.- Detección de aflatoxina Ml en leche de ganado 

bovino producida en el Estado de Guanajuato. 

Primera etapa 

1. - SELECCIÓN DE UN ME'rooo I'ARJ\ DETECCIÓN DE AFLA'l'OXINA Ml EN 

LECHE. 

Los métodos analíticos evaluados para determinar aflatoxina 

Ml fueron los siguientes: 

Método 1.- Determinación de aflatoxina Ml por cromatografi.a 

líquida (84). 
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Método 2.- Determinación de aflatoxina Ml en leche y derivados 

a bajos niveles (17) . 

Método 3.- Determinación de aflatoxina Ml en leche flúida 

International Agency for Research on Cancer (37) . 

Método 4 . - Aflatoxina Ml en leche y queso, d eterminación por 

cromatografía en capa fina (6). 

Método 5.- Determinación de aflatoxina Ml en lec he flúida 

( 2 6) • 

Estos métodos fueron seleccionados en base a s u ef icie11cia y a la 

accesibilidad de equipo y reactivos, la e ficiencia reportada por 

l os aut ores de los métodos antes me ncionada es la siguiente 

(cuadro 1). 
CUADRO 1 

EFICIENCIA DE LOS DIFERENTES MtTODOS EVALUADAS 

No MÉTODO REFERENCIA 

1 TYCZKOWSKA (84) 

2 DOMÍNGUEZ (17) 

3 IART (37) 

4 AOAC ( 6) 

5 ROBERTS y ALLCROFT (26) 

NIVEL MÍNIMO 
DE DETECCIÓN 

o. 1 

O. l (a) 
0 . 02 ( b) 

0.0 5 polvo 

0 . 5 flúida 

0.5 

0.3 polvo 

% DE HECUPERACJ.ÓN 

90 . 8 

92 . 8 

91. (,1 

no reportada 

no reportado 
-------------------------------------------------------------
(a ) técnica l 
(b) técnica 11 
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En el estudio preliminar cada uno de los métodos fué 

analizado por quintuplicado en 5 y 50 g (para leche en polvo) o ml 

(fluida) en: 

leche en polvo sin adición de aflatoxina Ml (control) 

leche en polvo adicionada de cantidades conocidas aflatoxina Ml 

leche fluida sin adición de aflatoxina Ml (control) 

leche fluida adicionada de cantidades conocidas de af latoxina 

Ml. 

Estos métodos de detección de aflatoxina Ml consisten de tres 

pasos principales: A) Extracción, B) Purificación y C) 

Cuantificación. 

-En la extracción la muestra se pone en contacto con el solvente el 

cual extrae la toxina, cada método se realizó conforme se menciona 

en la bibliografía y describe en los esquemas de ésta sección. El 

material y equipo más importante que se ocupa en esta parte es un 

agitador de muñeca, bomba de vació, matraces, pera de decantación 

y solventes así como campana de extracción (en las tres pasos). 

-En el paso de purificación a la toxina extraída se le elimina de 

contaminantes como colorantes pigmentos y lípidos. En la primera 

etapa (preliminar) se requirió empaquetar columnas bajo la 

siguiente metodología: (sin embargo en la segunda etapa; 

confirmación de la eficiencia y reproductibilidad del método 

seleccionado, las columnas que se usaron fueron cortas del método 

CB modificado) {29). 
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Empaquetamiento de la columna : 

A la columna de vidrio de 20 cm de altur:i y 2. 5 cm de 

diámetro (pyrex) se le acopló un poco de lana de vidrio en el fondo 

como soporte. Después se le adicionó cloroformo a .La mitad de la 

columna, luego dos gramos de gel de sílice 60-200 mallas) 

resuspendido en cloroformo de nuevo se adicionan de 3 - 4 ml de 

c l oroformo lavando las paredes de la columna luego f ué eluido parte 

de este cloroformo hasta antes del nivel de l gel de silice más o 

menos medio cm . después se adicionó 2 g de sulfato de sodio y 

separó el exceso de cloroformo dejando un cm arriba del sulfato de 

sodio ( ya empacadas las columnas se adicionaron los reactivos que 

menciona la literatura). 

-En la última etapa, la cuantificación sn realizó por 

cromatografía en capa fina (CCF) en todos los métodos, con algunas 

variaciones en l os solventes utilizados . Consiste e n separar las 

micotoxinas en placas revestidadas con g~l de silice lnediante un 

solvente migrante. La cuantificación se reaiizó por comparación 

visual de la int ensidad de los puntos fluore:~:centes de las 

substancias des-c:ono_cidas :::on °l!na 3eri e de es'i:.c.:1dari:·s ele referencia 

de concentración conocida aplicados on la m~sma placa. De esta 

manera se llevó acabo el estudio preliminar . 

Preparación de placas de gel de síl ice en capa fina: 

Se resuspendió 30 g de ge l de silice (Kiedege l, Merk) con 65 

ml de agua destilada en un matraz con tapó n de rosca . 
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Esta suspensión se agitó y aplicó en placas de vidrio de 20x20 

cm con un grosor de 0.25 mm empleándose un aplicador de gel para 

placas (Desaga Helderberg), las placas se dejaron secar a 

temperatura ambiente 15 minutos y se activaron en un horno a 110 ºC 

durante 1 hora. 

Aplicación del extracto a la placa: 

En una placa para cromatografía en capa delgada se tra;~aron 

lineas paralelas imaginarias separadas las primeras, a dos cm de 

distancia, lugar del punto de aplicación y el frentu de solvente se 

marca a los 17 cm. en la parte superior, la placa se marcó con el 

número de muestra que se aplicó en el origen para evitar confusión. 

Las muestras se aplicaron cunti ta ti vamente con ayuda de 

microjeringas (Hamilton) de diferentes volúmenes µl., la aplicación 

debe ser en una zona circular no mayor de 0.5 cm de diámetro. De 

los extractos de las muestras se aplicaron 10, 20 y 30 ¡il de cacla 

una de las repeticiones. De igual manera se aplicó el estándar de 

aflatoxina Ml (Calbiochem,U.S.A) en volúmenes de 30, 40 y 50 µl 

y con una concentración de 0.9914 µg/ml se hicieron dos 

aplicaciones intercaladas con las muestras. Una vez hecha la 

aplicación la placa se desarrolló en cloroformo- acetona­

isopropanol (85:10:5) 60 ml, para la separación de las aflatoxinas 

una vez que esta mezcla alcanzo los 17 cm. la plac:a se sacó de la 

cámara de desarrollo y se dejó secar, ya seca se c1bservaron estas 

placas a una cámara obscura de luz ultravioleta de onda larga 

(Ultraviolet Cabinet model cc-20 g). 
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Primero se ve la intensidad de fluorescencia de las manchas 

del estándar para luego compararlas con las manchas de cada una de 

las repeticiones del problema. Sí el RF de las manchas del estándar 

y los RF de las manchas del problema coinciden, la muestra se 

considera positiva. 
frente de soluto 

RF=--------------------------
frente de solvente 

Determinación semicuantitativa de concentración para 
aflatoxina Ml y Bl: 

Para determinar la concentración por comatograf ía en capa fina 

se utiliza la siguiente fórmula para las dos toxinas. 

(s) (y) (v) 
µg/k=--------------------

(x) (w) 

s = microgramos (µg) de aflatoxina Ml aplicados en la placa 

y = concentración del estándar de aflatoxina Ml en microgramos por 

rol (µg/ml) 

v microlitros (µl) adicionados de la muestra 

x = microlitros de muestra que aparecen en la placa semejantes a 

(s) 

volumen original o peso de la muestra ) (vol. de filtrado) 

w = ---------------------------------------------------------

120 

para (AFMl). 

w = gramos de muestra aplicados a la columna, para ( AFBl) 
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Las diferencias entre éstos 5 métodos, básicamente consiste 

en el tipo de solventes utilizados y tiempos de extracción. 

La descripción de los métodos, en forma esquematica, es la 

siguiente: 



ESQUEMA 2 

Método 1 (Tyczkowaska) 

Extracción: Leche fluida (100 ml); leche en polvo 10 g + 100 

ml de agua desionizada. 

Muestra de leche 

1 
Acetona 300 ml 
tierra de diatomáceas 10 g 

¡agitación 30 min 

Filtrar al vacío 

1 
Filtrada + 20 ml solución 
saturada de (Nll4 ) 2 S04 

1 

5 1ni.n reposo 
Solución saturada de Na2 so4 (10 ml) 
tierra de d:i.atornáceas (10 g) 

1 
agitar 1 min. 

1 
Fil kado + hexano ( 100 r.il) 

1 reposar 

~---¡ 
descartar hexano Fase acuosa + 50 ml. de 

cloruro de sodio 
1 

extraer 2 veces 
con 
100 ml de cloroformo 

1 
filtrar 

a través de NaCl 
1 

Evaporar extracto 55 ºC 
recuperado en ml 

1 
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Purificación 

cuantificación 
por cromatografía de 
capa fina (cct). 

\
colnmna gel 
de sílice 

Tolueno ac.acético 
( 9: 1) 2 5 ml 

\desechar 

Hexano:éter:acetonitrilo 
(5:3:2) 

desechar 

Eluir AFMl con 
cloroformo:acetona (4:1) 

40ml 

1 
Evaporar a sequedad 

1 
Resuspender en 100 ml 

de 
benceno:acetonitrilo 
(9:1) 1 

µl aplicados de st de AFMl 10,20 y 30 
µl aplicados de problema 30,40 y 50 
desarrollo éter 

Cl!Cl3: acetona: isopropanol 
85:10:5 
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ESQUEMA 3 
Método No 2 ( Dorninguez, 1987) 

Extracción; Leche fluida ( 50 rnl) leche en polvo 5 g + 50 ML 
de agua destilada. 

Muestra de leche 

+ 

7rnl CaHC03 (8.4%) 
70 rnl de rnetanol-acetona (50:20) 

agitación 1 mi.n. 

Centrifugar (-lOºC,JOmin, 800 rpm) 

Filtrar 

175 ml de CHC13 

Evaporar a sequedad 

1~ ___ L ______ 1 

PASO 1 PASO II 

Cuantific~ción 1 
resuspender en 300 µl CHC1 3 
µl de prob. 1 30,40 y 50 
µl de s t.10,20 y 30 

desarrollo 
CHC1 3 :acetona:isopropanol 

85:10:5 

comparación visual de zonas 
de fluorescencia 

COLUMNAS Purificación 
'l'olueno-
ác. acético ( 9: 1) 
Hexano-éter-acetoni 
tri lo ( 6 : 3 : 1) 

Eluir AFMl 
CHCL3 aceton a (4:1) 

Evaporar a sequedad 

1 
Resuspender en -l.OOrnl de CHCL3 

1 
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ESQUEMA 4 

Método No 3 (A.O.A.e.) 

Extracción; Leche fluida ( 50 rol); leche en polvo 5 g + 50 
rol de agua destilada 

Purificación 

cuantificación 
(ccf) 

Muestra de leche 

+ 10 rol de solución salina 

120 rol de CHCL3 

1 
Agitación 1 min 

sí hay emulsión centrifugar 

Fase de CHCL3 

1 
Agitar 3 min 

1 
Filtrar 

filtrado 

Columna (5 rol del extracto) 

1

Tolueno-ác.acético(9:1) 25 rol 
llexano 25 rol 
Hexano-éter-acetonitrilo 

1 ( 5:3:2) 25 rol 
Eluir AF'Ml 

CllCL3-acetona (4:1) 40 rol 

1 
Evaporar a sequedad 

1 
Resuspender en 100 µl benceno-

acetoni tri lo ( 9: l) 

1 
µl aplicados de problema 15,20 y 30 
µl aplicados del st. AFMl 5,10 y 15 
desarrollo; CHC1 3:acetona:isopropanol 
(87:10:3) 
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ESQUEMA 5 

Método No 4 (I.1\R'l1 ; 

EKtracci6n:Le che 2 luida ( 50ml) ; leche e n pe: ~o 5 S · 

Purificación 

cuantificación 
(ccf ) 

Muestra de lec h e 

I+ 
1 

60 ml de so luci6n d e u rez 
1 0 ml d e NaCL 
1 20ml d e cloroform~ 

agitar 60 seg 

Reposar 
1 

Filtra r 

s i h ay emuls i ón centrifugar 

f~i l tr.ado 1· 10 g d e Na 2 S0,1 
1 

1 • • 
¡agitar ] rn1n. 

Fi lt'.'."nr 
1 

\ fi ltrado 

Columna 
1 

t o lue n o ac . acético :9 :1 ) 
Hexano 
Hexan o - é t e r- acetonitriio 

( 5 : 2:3 ) 
Elu i r J\FM:'.. 

- a Getoni:l -d i.c l oron1etan o ( l : q) 

1 
Evaporur a soqucdd d 

1 
Resuspen der er . 0-0~n:!. d e 
Benceno-acetonitri l o (9 : 1} 

1 . 

1 
µl apl icados d e l problema 2 0 , 30 y tiO 
¡rt aplicados del st Al!'H l 5, 1 5 y 2 0 
d e sarro.J.lo; CHC l.,: acetona : isopropan o l 

(87 :10: 5 ) J • • 
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Esquema 6 

MÉTODO No 5 DE ROBERTS Y ALLCROFT (1967) 

Extracción: Leche fluida 100 ml 

Purificación 

cuantificación 

Muestra de leche 

+ 

150 ml acetona - metanol (2:1) 

Filtrar al vacio 

250 ml cloroformo 

Agitar 

1 
Evaporar a 5 ml (rotavapor) 
a 55°C 

Columna 

1 éter 
El u ir 

25 ml 

40 ml de CHC1 3 

Evaporar a sequedad 

1 
Resuspender en 100 µl de 
cloroformo 

1 

µl aplicados de stándar de AFMl 10,20,30 
µl aplicados de problema 30,40,50 
desarrollo: éter y c11c1 3-metanol (85:15) 

24 
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Segunda etapa 

2.- EFICIENCIA Y REPRODUCTIBILIDAD DEL MÉTODO SELECCIONADO 

La determinación de eficiencia y reproductibilidad del método se 

realizó de dos formas. 

2.1.- En leche fluida adicionada de cantidades conocidas de 

estándar de aflatoxina Ml: 

Cantidades conocidas de estándar de aflatoxina Ml fueron 

añadidas a la leche bajo obscuridad (la luz inactiva las 

aflatoxinas) contenida en un matraz erlermeyer con ayuda de jeringa 

hamilton. 

- se adquirió leche de vaca sin hervir la cual fué 

adicionada de estándar de aflatoxina Ml (100,200,500,1000 µl) de 

una concentración 0.9914 µg/ml donado por (Calbiochem, U.S.A.) 

se realizaron 8 experimentos (exp.) de 5 repeticiones cada uno así 

como 1 testigo por cada exp. con opción a realizar las 

modificaciones pernitentes dando un total de 40 análisis. 

2.2.- En leche fluida producida por una vaca, la cual consumió 

AFBl en la dieta 

En el laboratorio de micotoxinas se contaba con maíz amarillo 

contaminado naturalmente con aflatoxina Bl, se tenían 4 bolsas de: 

1) de 5100 gr, 2) 4150 gr, 3) 4800 gr y 4) 10,000 gr la 

concentración de aflatoxina Bl era de 120 µg/k, para la bolsa 

No 1, 82 µg/k para la bolsa No 2, 114 µg/k para la No 3 y 

82 µg/k para la No 4. Se homogeneizó el maíz de la bolsa 
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# 4 y de ésta se tomó para completar el peso a 5500 g de las 

bolsas 1,2,3 (cuadro 2). Una ves con éste peso se homogeneizaron 

y se procedió a analizar el contenido final de AFBl 

(por el método CB corto modificado por Guzmán y col.) (29), para 

cada una de las tres bolsas quedando de la sigui.ente manera 

(cuadro 2). 

CUADRO 2 

AFMl EN MAÍZ CONSUMIDO POR LA VACA 

BOLSA PESO G.TOMADOS 'l'O'I'AL G.PARA µg/k G.CONSU-
INICIAL DE LA llOLSA ANÁLISIS AF'Bl MIDOS POR 

No 4 LA VACA 

1 5100 400 5500 500 59 5000 
2 4150 1350 5500 500 98 5000 
3 4800 ·100 5500 500 150 5000 

En esta sección se utilizó una vaca I-Iolstein prestada de la 

Facultad de Ingeniería de la Universidad de Guanajuato 

VACA No 167 

EDAD 3 años 3 meses 

ETAPA DE LACTANCIA 8 1neses 

PRODUCCIÓN DE LECHE 17 lts 

RAZA Holstein F. 

No. DE PARTOS 1 ( 1 Oct. 1989) 

PESO 550 K 

DIAS DE GESTACIÓN 4.5 meses 

FECHA DE NACIMIENTO 2 DE Marzo de 1987 

INSEMINADA 30 de Enero de 1990 

HORA DE ORDEÑA Mañana y tarde 
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Se aisló del lote y se le dió un periodo dn adaptación de 

3 días en un corral techado (paridero), la vaca consumía (cuadro 3) 

una ración antes de l experiemento a base de: 

1 __ 

ANTES DEL 

Salvado 

Sorgo 

Pollinaza 

Minerales 

Sal 

Alfalfa 

CUADRO 3 

ALIMENTACIÓN DE LA VACA 

EXPERIMENTO DURANTE EL EXPERIMEl.JTO ( 3 dí.as) 

140 

730 

110 

5 

5 

10 l<g 

maíz amarillo 

a l falfa 

5 k/día 

20 k/día 

Siendo la rimera dosis de aflatoxi~~ Bl d e 295 µg, la segunda 

•==---,de-4-9-0 µg y la tereera de 750 µg, habiendo C'..>nsum:~do un total de 

1535 µg aflatoxina Bl en 3 dias. 

El muestreo se inicié 1 dia antes de ::..a in;¡esta del maíz 

contaminado y se continuo --d1;1~aFttoe-9-aías, -considerando a cada 

ordeña (mañana y tarde) como una muestra , reg i stnrndo los litros 

totales para cada una, las- muestras se etique-:::aron , congelaron y 

se ana lizaron para af latoxina Ml con e l método seleccionado y 

probado en el presente estudio . 
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El método utilizado para la detección de aflatoxina Bl en el 

maiz amarillo consumido por la vaca fué el siguiente: 

MfiTODO CB CORTO MODIFICADO 

La muestra de alimento etiquetada, molida y pasada por un 

tamiz (USA Standard Testing Sieve) No 20 y atemperada se 

submuestreó por cuarteo, obteniéndose una cornpósita de 50 g. más 5 

repeticiones de 4 O g. cada una. Se analizá la compósi ta y si 

resulta positiva se analizan las 5 repeticiones. 

El método consiste en: A) Extracción, B) Purificación, C) 

Cuantificación. 

A.- Extracción 

La muestra molida de alimento se colocó en un matraz 

Erlenmeyer rojo (Low - actinic) de 500 ml de capacidad y se le 

adicionaron 25 ml de agua destilada, 250 g de tierra de 

diatomáceas, 2 50 ml de cloroformo se taparon y agitaren en un 

agitador ~e mufieca (Multiwrist shaker) por media ho~a. La mezcla se 

filtró ·,,_a-1- vac-io- a-W-a-vé-s de- papel whatman No 4. se pasó a un embudo 

de sep-aración se separó el cloroformo y de ahl. se tomó 100 ml éstos 

se evaporaron un rotavapor rotatorio (Rotavapoi~ Duchi 115 Ex) 

hasta un volumen de 5 ml para posteriormente pasar a purificación 

en columna. 

B.- Purificación 

Empaquetamiento de la columna. En la columna (jeringa de 5 ml 

de plástico) en primer lugar se pone algo de algodón seguido de 5 

g de sulfato de sodio anhidro, 1 g de silica gel ( 60 - 200 mallas 
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y 1 . 5 g de sulfato de sodio anhidro. Posteriormente se adicionó el 

extracto ( 5 ml) enseguida se adicionó los siguientes reactivos; 5 

ml de hexano, 5 ml de é ter y 5 ml; de una mezcla d e cloroformo 

metanol ( 97 : 3) en la cual se eluyó la aflatoxina Bl, después estos 

5 ml se evaporaron a sequedad. 

C. - Cuantificación 

La cuantificación se efectuó e n una placa de gel de sí lice 

para capa fina. La preparación de l as placas es igual que para AFMl 

(pag . 17) ' así como la cuantificación semic1.;antitati va de 

concentración ( pag . 19). 

Aplicación del extracto al cromatograma 

La muestra evaporada a sequedad se resuspend i ó e n 500 µl. de 

cloroformo. Y en una placa preparada c omo se indicó a nte riormente , 

se trazarón líneas paralelas imaginarias separadas por 2 c m. de 

distancia . 

La longitud entre eLp_unto de aplLcación y el_frente de 

sol vente fué ~1--Grn las- m\lestras se- ap:l-icaron e un ti ta ti vame nte 

con ayuda de una microjeringa (Hamilton) de 20 ¡.Ll. en una zona no 

mayor de 0. 5 cm . de diámetro . Se aplicó 10 , 1 5 y 20 µl de cada una 

de l as repeticiones . El estándar se apl ico con una mic rojeringa d e 

10 µl. , éste fué adquirido de la (ca lbioc hem U.S.A) . Se aplicó 1 , 

2 y 3 µl. en dos sitios difere ntes e interca lados con las 5 

repeticiones. Una- vez- hecha la aplicación l a placa. se desarrollo 

en: 1 . - é ter, 2. - en una mezcla- cle- c:cetonc.- cloroformo -agua , 
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(15:85: 1.5), para la separación de aflatoxinas una vez que esta 

mezcla alcanzó los 17 cm, la placa se sacó de la cámara de 

desarrollo y se dejó secar ya secas se observan estas placas en una 

cámara obscura de luz ultravioleta de longitud larga (Ultraviolet 

cabinet model ce- 20 g.). Primero se ve la intensidad de 

fluorescencia de las manchas del estándar para luego compararlas 

con las manchas de cada una de las repeticiones del problema. Si el 

RF de las manchas del estándar y los RF de las manchas del problema 

coinciden la muestra será positiva. Para la cuantificación ver 

página 17. 



Tercera e t apa 

3. - DE•rECCIÓN DE AFL1\TOXINA Ml EN LECHE DE GANADO BOVINO 

DEL ESTADO DE GUANAJUATO. 

3. 1.- Selección del lugar para el experimento de campo. 

31 

En el Estado de Guanajuato la producción láctea e n 1985 fué de 

435 237 000 lts . (Anuario Estadistica, SAHH. 1987) (cuadro 3.1 ). El 

análisis de toda l a producción reportada seria un trabajo 

laborioso, costoso y considerado como un censo. ::or lo que se 

estimó un 20- %--como- mB:es-tra representativa de le. producción 

lechera. De t a l manera que de 46 poblac iones p~oductoras d e l eche 

en el estado de Guanajuato, 9 poblaciones fueron seleccionadas para 

realizar el muestreo; obteniéndose un nümero tota l de 92 muestras 

a analizar con- 5- repeti.ciones cada una dando un total de 4 60 

análisis. 

Las poblaciones fueron se l eccionadas de acuerdo a los 

siguientes criterios : e n base a producción de leche, región 

geográfica y tipo de agricultura. 

Los lugares fueron: Irapuato , Penjamo, Silao , León, San Migue l 

Allende, Dolores Hida lgo, Acambaro, San Felipe y San Lui s de la Paz 

(esquema 6) . 



CUADRO 3.1 

PRODUCCIÓN DE LECHE EN DIFERENTES MUNICIPIOS DEL ESTADO DE GUl\..NAJUATO 

------------------------------------------------------------------------------------------
MUNICIPIO ANUAL MENSUAL PORCENTAJE No DE 

MUESTRAS * 
TOTAL DE 
ANÁLISIS 

------------------------------------------------------------------------------------------
ACA...),fBA.RO :!.6 236 000 1 353 000 3.7 8 40 

ALLENDE 19 614 000 1 614 000 4.4 9 45 

DOLORES HIDALGO 22 852 000 1 904 333 5.2 11 55 

IRAPUATO 18 499 000 1 541 533 4.2 9 45 

LEÓN 33 516 000 2 793 000 7.7 16 80 

PENJ!l~'!O 24 724 000 2 060 333 5.6 12 60 

SAN FELIPE 21 415 000 1 784 583 4.9 10 50 

SAN LUIS DE 16 192 000 1 149 333 3.9 8 40 
LA PAZ 

SILAO 19 413 000 1 617 750 4.4 9 45 

------------------------------------------------------------------------------------------
De acuerdo al Anuario Estadistico de (S.P.P) 1987 
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Esquema No 6. 

, 
l.- Acambaro 

2.- Allende 

3.- Dolores Hidalgo 

4.- Irapuato 

5.- León 

6.- Penjamo 

/ 
7.- San Felipe 

8.- San Luis de la Paz 

9.- Silao 

~ 
.3 

¡; ¡. • ., 'z 

~ 
~ y 

' 
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3.1.1 Muestreos realizados 

En el presente trabajo se muestreó el 20% de la producción 

lechera, durante los meses correspondientes a Marzo - Abril de 1990 

3.1.2.- Recolección de las muestras 

Estas muestras fueron recolectadas en frascos de plástico con 

capacidad de un litro y transportadas en refrigeradores de unicel 

con hielo para posteriormente guardarlas en el congelador, hasta su 

análisis. 

3.1.3.- Identificación de la muestra 

La identificación de la muestra se realizó en el lugar de su 

muestreo indicando número de muestra, rancho, población y número de 

litros de leche obtenida. También se obtuvo información 

proporcionada por el encargado, la cual nos indicaba lo siguiente: 

ubicación, temperatura, precipitación pluvial, sistema de 

explotación, proceso de ordeña, producción de leche y alimentación 

(apéndice) . 

3.1.4.- Almacenamiento, homogeneización y división de la muestra 

Para su análisis la muestra fue descongelada, primero se pasó 

del congelador al refrigerador 1 dia antes de ser analizada, 
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después se atemperó en refrigeradores de unicel a temperatura 

ambiente para luego ser homogeneizada. 

La homogeneización consistió en mezclar perfectamente la 

muestra en un frasco de más de 5 litros para obtener una 

distribución lo más uniforme posible. 

3.1.5.- Análisis 

Una vez homogeneizada la muestra se procedió a tomar 5 

submuestras de 50 ml cada una, entre la toma de cada una, se estuvo 

agitando. Posteriormente se aplicó el método seleccionado. 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Primera etapa 
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1.- selección de un método para detección de afl.atoxina Ml en 

leche. 

Los resultados obtenidos durante el estudio preliminar de los 

5 métodos, fueron diferentes a los reportados por la literatura, 

los factores que más influyeron, para no recuperar la alflatoxina 

Ml en leche, tanto en polvo como fluida fueron principalmente en 

las etapas de extracción, ya que se forma una emulsión bastante 

densa que impedia recuperar el sol vente y en consecuencia la 

aflatoxina Ml disuelta en éste. De igual manera en la etapa de 

purificación, se presentaron problemas debido a la presencia de 

contaminantes como lipidos y pigmentos (cuadro 4). 

Los resultados de este estudio sugieren que estos métodos no 

funcionan bajo las condiciones en que fueron evaluados en el 

presente estudio. 

A pesar de estos resultados el método de la AOAC resultó mejor 

para leche en polvo (cuadro 5) y el de Roberts y Allcroft para 

leche fluida, sin dejar de presentar problemas en las etapas de 

extracción y purificación del extracto, para lo cual se procedió a 

modificarlos 

A los 2 métodos mencionados se les realizaron modificaciones, 

las más importantes al método de la AOAC, (cuadro 6) fueron la 

eliminación de agua y la solución de cloruro de sodio, asi como la 

inclusión de tierra de diatomáceas y sulfato de amonio en la etapa 

de extracción. 



CUADRO 4 

PROBLE1'-AS LOGÍSTICOS PRESENTADOS POR LOS MÉTODOS ESTUDIADOS 

Método Emulsif i Pigmentos Material Solventes Otros 
cación Lipicios 1 

------------------------------------------1------------------------------------
Tvczkowska - + más de 15 vol. grandes 

• vol.~rande dificultad ma-

Dom.inguez 

AOAC 

IP..~RT 

Roberts y 
Allcroft 

- negat.ivo 
+ positi~ro 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

HPLC nejo. 
centrífuga daño feos de 
f~ía agitación 

mayor 
exp. luz 

modificaciones 
en la etapa de 
extracción 

adaptación a las 
conG~iciones del 
laboratorio 

37 



AOAC 

ROBERTS y 

CUADRO 5 

AVALUACIÓN DE LA EFICIENCIA DE LOS MÉTODOS ORIGINALES DE LA 
AOAC Y DE ROBERTS Y ALLCROFT 

Leche fluida 
Leche en polvo 

AFMl 
adicioDada 

µg 

19.9 
7.5 

AFMl 
recuperada 

µg 

7.2+ 
l. 7* 

EFICIENCIA 

"' o 

7.2 
24.1** 

ALLCROFT Leche fluida 19.9 5.0+ 25.6** 
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GR DE MUESTRA 

AGUA 

SOLUCIÓN DE NaCl 

TIERRA DE DIATOMÁCEAS 

Na 2 so4 

EXTRACCIÓN 

PRECIPITACIÓN 
DE CONTAMINA..~TES 

REMOCIÓN DE GRASA EN 
COLUMNA CORTA 

ELUCIÓN 

RESUSPE~·DER 

DESARROLLO DEL 
CROMATOGR?J1A 

CUADRO 6 

¡ 
1 ., 

MODIFICACIONES REALIZADAS AL MÉTODO DE LA AOAC 

MÉTODO 
ORIGINAL 

5 

50 

10 ml 

no usa 

10 gr 

120 rnl DE CHCl3 

no usa 

Tolueno-Ac. Acético(9:1) 
Hexano 
Hexano-eter-acetonitrilo 

CHCL3-Acetona (4:1) 40ml 

Benceno-Acetonitrilo (9:1) 

MÉTODO 
MODIFICADO 

20 

no usa 

no usa 

5 gr 

no usa 

12 O rnl CHC13 

Sulfato de amonio 

Hexano 
éter 5ml descremada 
éter lOml entera 

CHC1 3- acetona (4:1) 10 ml 

100 µl de CHCl3 

CHC13-Acetona-Isopropanol(87:10:3) igual 

-----------------------------------------------------------------------------------
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Esto permitió eliminar la emulsión que se formaba Y 

dificultaba mucho el desarrollo de la técnica. Durante la 

purificación del extracto se modificaron los volúmenes de éter de 

5 a 10 ml eliminando la presencia de lipidos y pigmentos. 

Al evaluar la eficiencia del método AOAC modificado (esquema 

7) en leche en polvo descremada y entera los resultados obtenidos 

en eficiencia fueron mayores, 20 y 25.6 % respectivamente (cuadro 

7), que los obtenidos con el método original, esta eficiencia es 

baja comparada con la reportada por la literatura. Contar con un 

método (técnica) eficiente de detección de AFMl en leche en polvo 

en México es indispensable ya que nuestro pais importa grandes 

cantidades de leche para su utilización en una gran variedad de 

productos, los cuales son alimentos básicos y ,;on consumidos 

principalmente por los infantes. 

Segunda etapa 

2 .- CONFIRMACIÓN DE LA EFICIENCIA Y REPRODUCTIBILJ:DAD DEL METODO 

SELECCIONADO 

2.1.- En leche fluida contaminada experimentalmente. 

Con respecto al método de Roberts y Allcroft se efectuaron 

las modificaciones señaladas en el cuadro B las cuales permitieron 

adaptar el método a las condiciones del laboratorio, quedando como 

se describe en el esquema B. Posteriormente al evaluar la 

eficiencia de éste método se observó, que ésta fue aumentando 

conforme el manejo del método fué dominado (cuadro 9). De tal 

manera que después de 30 análisis la eficiencia final fue de 50.7%. 
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ESQUEMA 7 

MÉTODO DE LA AOAC MODIFICADO PARA LECHE EN POLVO (Guzmán y 
Serratos) 

20 gr de leche en polvo 
+ 

5 gr de tierra de diatrnnáceas 
+ 

120 ml de cloroformo 

agitar 30 min a 2 spd. 

!reposar 5 min. 

filtrar al vacio a través de tierra 
de diatomáceas 

a todo el filtrado 
pasarlo a un matraz que contenga 
20 ml de sulfato de amonio 

reposo 5 min 

pera de decantación 

1 
separar cloroformo y 
medir volumen 

evaporar a 5 ml (rotavapor) a 55°C 

1 hexano 5 ml 

desE•char 
precipitado 

agitación ligera y manual 
solo leche entera 
leche desc1~emada dejar en 
re1)oso. 

columnas éter 5ml leche descremada 

1 

éter 10 ml leche entera 
eluir CHC13-acetona(4:1)10 ml 

evaporar a 5 ml(rotavapor) 

1 
resuspeder en 1000 µl de cloroformo 

cuantificar por cromatografía 
en capa fina. 



CUADRO 7 

AVALUACIÓN DE LA EFICIENCIA DEL MÉTODO DE LA AOAC MODIFICADO EN LECHE EN POLVO 
------------------·-------------------------------------------------------------

AFMl 
i'.DICIONADA 

µ./K * 

AFMl 
RECUPERADi'. 

µ./K * 

~Ju.1-.J'CHJ..S EFICIENCIA 
% 

--------------------------------------------------------------------------------
CONTROL 

DESCREK".DA 

CONTROL 

ENTERA 

a) RF 0.11 
b) RF 0.18 
c) RF 0.24 

AFMl RF 0.24 

7.5 

7.5 

* media de 15 repeticiones 

l. 5 

l. 9 

a) amarillo limón 
b) azul verde 

a) amarillo limón 
b) azul verde 
e) azul fluorescente 20 

a) amarillo limón 
b) azul verde 

a) amarillo limón 
b) azul verde 
c) azul fluorescente 25.6 
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Precipitación de 
proteínas 

Precipitación de 
contaminantes 

Extracción 

Eliminación de agua 

Remoción de grasa 
en columna corta 

E lución 

Desarrollo del 
cromatograma 

o tomado del método 

* 
+ 

11 

11 

11 

11 

CUl'.DRO 8 

MODIFICACIONES RE.z..LIZADAS AL MÉTODO DE ROBERTS Y ALLCROFT 

MÉTODO 
Oi<IG:i:i<.".L 

acetona -metanol 

no se realiza 

c.loroforrno 

no se realiza 

éter 

cloroformo 

cloroformo - metanol 

de Roberts y Allcroft. 

MÉTODO 
MODIFICADO 

acetona o 

sulfato de amonio * 

cloroformo * 

sulf2to de sodio 
anhidro * 

éter- hexano * 

cloroformo -acetona + 

cloroformo-acetona-iso­
propanol + 

CB modificado ( AFBl) Guzmán y col. (1992) 
AOAC 
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ESQUEMA 8 

MÉTODO No 5 DE ROBERTS Y ALLCROFT (1967), (modificado por 
Guzmán y Serratos) . 

Extracción: Leche fluida 50 ml 

Muestra de leche 

+ 

75 ml de acetona 

Reposar 5 min 

1 
Filtrar al vacío 
a través de tierra de 
diatomáceas 

¡filtrado 

25 ml de (NH4)2S04 

Agitar manualmente 0.5 seg. 

Embudo de separación 

Medir volumen de sobrenadante 

+ 

150 ml de cloroformo 

Agitar a dos velocidades 
por 10 min en agitador de muñeca 
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Embudo de separación a través 
de Na 2so4 

Medir y anotar volumen de 
CHCL3 

Evaporar a 5 ml (rotavapor) 
a 55°C 

Columna 
5 ml de hexano 
5 ml de éter 

Eluir con 10 ml de 
CllCL3 - acetona (4:1) 

Evaporar a sequedad 
en baño maría a 55ºC 

Resuspender en 100 µl de CHC1 3 

Cuantificar por cromatografía 
en capa fina. 
µl aplicados del problema: 15,20,30 

45 

µl aplicados del estandar AFMl: 5,10,15 
desarrollo CHC1 3-acetona-isoprupanol (87:10:3) 



EXPERIM:t:NTO 

CONTROL 

l 

2 

3 

CUADRO 9 

EFICIENCIA DEL MÉTODO DE ROBERTS Y ALLCROFT MODIFICADO EN LECHE FLUIDA 

No DE RE 
PETICIONES 

15 

5 

5 

5 

AFMl 
ADICIONADA 
µgíLt 

o 

19.8 

19.8 

19.8 

AFMl 
RECUPERADA 
µg/lt 

o 

8.0 

9.4 

10.0 

EFICIE~iCIA 

% 

40.3 

47.5 

50.7 
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Considerando, que al efectuar este trabajo en México no 

existia ningún grupo trabajando co11 af latoxina Ml los logros 

obtenidos en la eficiencia de los métodos pueden ser considerados 

aceptables para ser usados como un punto de referencia en la 

detección de aflatoxina Ml, en leche en nuestro pais. 

2. 2. - En leche fluida excretada por una vaca la cual consumió 

aflatoxina Bl en la dieta. 

Como se describió en material y métodos se utilizó en este 

experimento una vaca de 550 k en estado de gestación de 4.5 meses 

se alimentó durante tres dias con maiz contaminado da AFBl 1535 µg 

totales. 

Como se puede observar la leche producida por la vaca antes de 

la ingestión del maiz con AFBl, no presentó AFMl (cuadro 10). 

La primera ingesta de maiz contaminado fué por la tarde y Ja 

toma de la primera muestra a la mañana siguient:e (cuadro 10) 

aproximadamente a las 12 h, estos datos son similares a los 

reportados por la literatura (9,16,18,97). 

También se observó que el porcentaje de conversión de AFBl a 

AFMl en la vaca fué ele 3. 2 2 % , resul taclos que .igua lmEmte concuerdan 

por los descritos por Applebaurn (1982) (4,70,81). 



DLl\S MAÍZ 
CONT.l\MINADO 
K 

1 m o 
t 5 

2 m 5 
t 

3 m 5 
t 

4 m o 
t o 

5 m o 
t o 

6 m o 
t o 

CUADRO 10 

CONVERSIÓN DE AFBl A AFMl POR UNA VACA ALIMENTADA CON MAÍZ 
NATURALMENTE CONTAMINADO. 

CONCENTRACIÓN No DE TOMA DE LECHE AFMl PORCENTAJE 
AFBl EN MAÍZ MUESTRA !1UESTFA PROLJUCiiJA EXCRE'LADA D:t: cm.n:t:RSIÓN 
µ.g / K hr L/ORDEÑA µ.g/L 

o o o 8 - o 
59.0 o basal 6 - o 

98.3 1 12 8.2 l. 36 
2 24 4.5 2.11 

150.0 3 36 8 l. 08 
4 48 5.5 1.14 

o 5 60 8 l. 24 
o 6 72 7 l. 06 

o 7 84 8.25 0.94 
o 8 96 5.25 0.48 

o 9 108 9 0.5 
o 10 120 5.75 o.o 

m mañana 
t tarde 

307 9.91 3.22 
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~ 
11 

j; 

1i 

i 

ppb o µg!k AFM 1 

2.5 

21 
* 

Excreción de aflato xi na M 1 en la leche 
de una vaca alimentada con maíz amarilo 

contaminado naturalmente con AFB 1 

* 

• 5 ...J 1 11 vp, * 
f. 1 J1 \::}:\ * * 

=~~~} 
OJL___,.:__L_~_L_,---L-,--L-,-L-,,-L,~L-,~~--"'-,---"--r~ 

96 108 120 o 12 24 36 48 60 72 84 

Horas de excreción 
~ • lngesta de maíz contaminado 
il F~GURA No. 1 

i ,, 
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En la leche producida durante las primeras 

50 

24 horas del 

experimento la cantidad de AFMl detectada fué mayor que el resto 

asi como su porcentaje de conversión como se observa en la figura 

1, la cantidad de AFMl fué disminuyendo aun cuando la vaca consumió 

AFBl, dos dias mas. Este comportamiento en el porcentaje de 

conversión se puede deber: a) que se activó su sistema de 

excreción. b) después posiblemente se saturó y 

velocidades normales del organismo. 

se excretó a 

La minima cantidad de AFMl detectada en este experimento fué 

0.48% µg/l a las 96 h cantidad menor a la permitida por la Food 

Drug Adminstration 0.5 ppb. Esto significa que el método de Robert.s 

y Allcroft modificado es adecuado para la detección de Aflatoxina 

Ml en leche fluida y permite detectar valores por debajo del nivel 

máximo permitido para productos lácte.os, por el crobierno ele los 

EUA. 

Como se sabe, la producción de leche en los establos 

regularmente es almacenada enfriada y mezclada (las 2 ordeñas, 

maftana y tarde) antes de salir a la venta. Se consideró necesario 

determinar si la leche contaminad<'> con .'\FMl podría sufrir un efecto 

de dilución al ser mezclada con leche no contaminada. Para éllo se 

midió el efecto de dilución mezclando leche contaminada 2.11 µg/l 

de AFMl con no contaminada en una relación 1:1, 1:2 y 1:3. 

Al realizar los análisis correspondientes, no se detectó 

AFMl. Esto puede deberse a que la cantidad de aflatoxina Ml 

presente en la leche era baja y se diluyó adicionalmente con la 

leche no contaminada (cuadro 11) . Por lo cual la dilución podría 
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ser una forma de aprobechar la leche que presentara contaminación 

con aflatoxina Ml en niveles que respondieran a la dilución para 

manejar niveles no riesgosos. Esta práctica de dilución ha sido 

recomendada para granos y semillas (1,27,39,42,48,) con el fin de 

diluir los niveles de AFBl. 

Tercera etapa 

3.-DETECCIÓN DE AFLATOXINA Ml EN LECHE DE GANADO BOVINO EN EL 

ESTADO DE GUANAJUATO. 

Con respecto a este estudio se puede decir que esta fué 

negativa, ya que no se determinó AFMl en ninguna de las 492 

análisis realizados a las muestras (cuadro 10 ) 

La explicación que se puede dar al respecto es: 

a) niveles de AFMl no ingeridos 

b) suponiendo que las vacas ingirieron AFBl no se excretó como 

AFMl en niveles detectables por el método aqui probado en 

leche 

c) la leche con baja cantidad de aflatoxina Ml sufrió un efecto 

de dilución y el nivel no fué detectable 



CUADRO ll 

EFECTO DE DILUCIÓN SOBRE LA CONCENTRACIÓN DE AFLATOXINA Ml EN LECHE 

--------------------------------------------------------------------------------
LECHE CONTAMINADA 

volumen 
rnl 

250 

250 

250 

AFMl 
µ.g/l 

2.11 

2.11 

2.11 

LECHE NO CONTAMINADA 

,,o lumen 
ml 

250 

500 

1000 

DILUCIÓN 

vol/vol 

1: 1 

1:2 

1:3 

CONCENTRACIÓN 
AFMl 

detectada 
µ.g/50ml 

o.o 

o.o 

o.o 
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CONCLUSIONES 

Primera etapa 

l. - Selección de un método para detección de aflatoxina M1 en 

leche. 

53 

1. 1. - Con la sensibilidad de nuestro sistema en el presente 

estudio no fué posible recuperar la aflatoxina en los 

niveles descritos por los autores. 

1. 2. - De los métodos que se probaron en su versión original 

dos dieron menos problemas en su ejecución: 

El método de la AOAC para leche en polvo y e:L de 

Roberts y Allcroft para leche fluida. 

1. 3. - Ambos métodos requirieron ser modificados para su 

adaptación al laboratorio. 

1. 4. - El máximo porcentaje de recuperación obtenido con el 

método de la AOAC modificado fué de 20 y 25 %, en 

leche en polvo. 

Segunda etapa 

2. - Confirmación de la eficiencia y raproductibilidad dEü método 

seleccionado para leche fluida ( Roberts y Allaroft). 

2.1.- En leche fluida contaminada experimentalmente 

2 .1.1. - El máximo porcentaje de recuperación con el 

método de Roberts y Allcroft modificado fue ele 50. 7 % , 

en leche fluida. 
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2.1.2.- Este método permitió detectar hasta 0.48µ/l 

dichos niveles se encuentran por debajo del máximo 

permitido por la Food Drog Administration FDA (0.5 ppb). 

2.2.- En leche fluida excretada por una vaca la cual consumió 

aflatoxina Bl en la dieta 

2. 2 .1. - Después de doce horas (primera muestra tomnda) de 

haber consumido AFBl la vaca, se excretó en la leche 

como AFMl. 

2.2.2.- La media del porcentaje de conversión de AFBl a 

AFMl en la vaca fue de 3.22%. 

Tercera etapa 

3. - DETECCIÓN DE AF'LA'l'OXINA Ml EN LEC!rn DE GANADO BOVINO 

EN EL ESTADO DE GUANAJUATO. 

3.1- En las 92 muestrns colectadas en el estado de 

Guanajuato, no se detectó AFMl. 

Con este trabajo se inició el estudio de la aflatoxina Ml en 

leche, los resultados aunque alentadores ilustran la necesidad de 

continuar con estos estudios para poder derivar la información 

necesaria sobre este tema y conocer el riesgo potencial de las 

aflatoxinas en México. 
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RESUMEN 

De las micotoxinas hasta ahora reportadas, las af latoxinas son 

las que más se han estudiado debido a que éstas conforman un grupo 

de compuestos carcinogénicos muy potentes. La aflatoxina Bl (AFBl), 

se puede encontrar en granos básicos o alimentos destinados al 

consumo humano y animal, su producción puede ocurrir en el campo 

y/o postcosecha. 

Cuando la AFBl es ingerida por mamiferos es biotransformada y 

excretada como aflatoxina Ml (AFMl) en leche. 

Aunque la aflatoxina AFMl, es menos tóxica que la AFBl, también 

representa un riesgo potencial para la salud pública. 

Existen referencias de diversos paises sobre incidencia de 

AFMl en leche, quesos y yogurth, en México se desconoce la magnitud 

jel problema. 

Con estas bases se realizó un estudio para detectar aflatoxina 

Ml en leche de ganado bovino. Este trabajo se llevó acabo en el 

CINVESTAV IPN, Unidad Irapuato. Se inició con la selección de un 

método para detectar aflatoxina Ml en leche, se evaluaron 5 

métodos: 1) .- Tyczkowska (84), 2) .- Domínguez (17), 3) .- AOAC (37), 

4) .- IART (6), 5) .- Roberts y allcroft (76). El de Roberts y 

Allcroft ofrecio mejores ventajas, éste método se modificó y se 

tdaptó a las condiciones del laboratorio obteniéndose una 

eficiencia de detección de 50.7 %. 

El nivel de detección del mencionado método fue de 0.48 µg/l, 

valor inferior al limite máximo permitido por la Food Drug 

'\dministration, FDA (0.5 µg/l). 
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Los resultados sobre detección de AFMl en leche producida en 

el estado de Guanajuato, indican que de las 92 muestras colectadas 

ninguna presentó af latoxina Ml en los niveles de detección del 

método. 

La ausencia de AFMl puede interpretarse de la siguiente 

manera: 

a).- que la cantidad de AFMl que estaba presente es tan baja 

que escapó a la sensibilidad de éste método. 

b) • - que el alimento consumido por las vacas no estaba 

contaminado con AFBl. 

Con este trabajo se inició el estudio de la aflatoxina Ml en 

leche, los resultados aunque alentadores ilustran la necesidad de 

continuar con estos estudios para poder derivar la información 

1ecesaria sobre este tema y conocer el riesgo potencial de las 

aflatoxinas en México. 
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APÉNDICE 

MUNICIPIO 

ACAXB1'.RO 

PRODUCCIÓN DE LECHE Y TIPO DE ALIMENTACIÓN UTILIZADA EN LAS 
DIFERENTES GRANJAS MUESTREADAS. 

GRJLNJA 

Soto 

Presa de Solís 

Guadalupe 

~a.pía Du:=:-án 

Portezuelo 

PRODUCCIÓN 
(litros/día) 

210 

50 

30 

195 

150 

ALIMENTACIÓN 

alfalfa, trébol y con­
centrado comercial pa­
ra vacas lecheras. 
( (c.c.v.l.)) 

alfalfa, avena, maíz, 
sorgo molido, rastrojo 
verde y (c.c.v.l.) 
2 kilos/vaca/día. 
(Kg/v/d) 

alfalfa, rastrojo de 
~ai~ aver.a y conce­
trado 2 Kg/v/d. 

alfalfa, avena, pata de 
sorgo, sorgo molido y 
salvado. 

alfalfa, avena, pata de 
sorgo y (c.c.v.l.). 

72 



Núñez 8 

Los Fresnos 40 

Hacienda Nueva 250 

SA."I MIGUEL ALLENDE 

Santa Rosa 13 800 

Santo c1-uz 300 

El Fraile 50 

alfalfa, rastrojo de 
maíz, sorgo molido y 
(c.c.v.l.) 2 Kg/v/d 
(a veces) 

alfalfa, avena, maíz 
molido y rastrojo de 
maíz. 

alfalfa, avena, rastro­
jo de maíz y (c.c.v.l.) 

alfalfa picada y secada 48 h 
al sol, alfalfa deshi­
dratada, avena, trigo, 
cebada,semilla de algodón 
desperdicios de Kellog's (*) y 
(c.c.v.l.) 10.5 (Kg/v/d). 

alfalfa, s~lo de maíz y 
(c.c.v.l.) 3 Kg/v/d 

alfalfa fresca, avena, 
nopal y maíz molido cada 
3 días. 

73 



Santa Teresita 

San José de Jesús 

Teposanes 

San Margarito 

Los Rodríguez 

DOLORES HIDALGO 

31 De Marzo 

Ejido del llanito 

El Ejido 

Ordófiez 

San Pablito 

300 

40 

80 

300 

50 

60 

60 

20 

25 

40 

alfalfa, silo de maíz y 
(c.c.v.l.) 5 Kg/v/d 

alfalfa y avena. 

alfalfa, avena, rastrojo 
de maíz y sorgo. 

alfalfa, silo de maíz, 
avena y (c.c.v.l.) 6Kg/v/d 

alfalfa, avena y con­
centrado 3 Kg/v/d. 

alfalfa, rastrojo de 
maíz y avena. 

alfalfa, rastrojo de 
maíz y maíz molido. 

alfalfa y rastrojo de 
maíz 

alfalfa, maíz molido 
con pasta de coco y 
avena 

zanahoria, silo de maiz y 
rye grass. 

74 



Exhacienda la 17 

Los Lupes 40 

Jesús Karía 20 

Vázquez 25 

El Tangue 40 

Cerrito de 
San Pablo 50 

IRAPOATO 
San Isidro 1300 

La Esperanza 4000 

San Vicente 2000 

sorgo y maíz molido 

avena, maíz molido y 
rastrojo 
alfalfa, avena y ras-
troj o. 

alfalfa y rastrojo de 
maíz 

alfalfa, rastrojo de 
maíz y a\'ena 

alfalfa y rastrojo de maíz. 

alfalfa picada, rye grass 
azul de kentuky, pata de 
sorgo, (c.c.v.1.) 2.5 Kg/víd 

prad~ra ar~ificial co~ 3 pas 
tos, 3 tréboles y (c.c.v.l.) 
1 Kg por cada 3 1 de leche 
producida 

alfalfa deshidratada, pa­
ta de sorgo, rastrojo de 

75 



El Progreso 1500 

Saurda 300 

San Miguelito 3000 

El Milagro 1500 

Munguia 300 

maíz , sorgo, alfalfa, se­
milla de alaodón, hari-
na de soya, desperdicio 
de par.adería. 

pradera artificial, alfal-
fa, sorgo, salvado, harinoli­
na, germen de maíz, oasta de 
coco, desnerdicio de Kelloga's 
(c.c.v.l.) 1 k/2lt de leche 

alfalfa deshidratada,ra­
trojo de maíz y sorgo y 
(c.c.v.l.) 3 k/l de leche 

alfalfa, sorgo, maíz amari­
llo, rye grass, melaza y 
(c.c.v.l.) 6 Kg/v/d 

alfalfa deshidratada,ma­
íz_gmaxillo y (c.c.v.l.) 
12 Kg/v/d 

alfalfa, rastrojo de maíz y 
(c. c.v. l.). 
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LEON 

Rancho la Cruz 

Santa María de 
Guadalupe 

Rancho vaciado 
de San Antonio 

850 

1200 

1300 

Hacienda de hoco~oxtle so 

Santa Rosa 25 

Santos Guerra 50 

alfalfa deshidratada,sor­
go, maíz molido y (c.c.v.l.) 
8 k/v/d. 

alfalfa deshidra~ada 
silo de maíz. avena y 
(c.c.v.l.) 9 Kg/v/d 

alfalfa deshidratada, si­
lo de maíz y (c.c.v.l.) 
a base de salvado de trigo 
semilla de algodón, pasta de 
de soya, sorgo melaza y 
harina de sanare. 

alfalfa verde, avena, sor­
go, trigo, rastrojo y con­
centrado 3 Kg/v/d 

alfalfa, maíz, sorgo, ras­
trojo molido, pata de trigo 
suplemento para cerdos y 
ganado. 

Alfalfa Deshidratada, ras­
trojo de maiz y sorgo, 
silo de maíz y (c.c.v.l.) 
2 Kg/v/d. 
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Plan de Ayala 30 

\rega 70 

carretera 
a Santa Rosa 2100 

Providencia 1000 

San ?edrito 110 

Guadalupe 7500 

alfalfa fresca, mazorca molida 
y sorgo molido. 

alfalfa deshidratada, silo de 
maíz, paja de cebada y 
(c.c.v.l.) a base de sorgo ce­
bada, melaza , harina de pluma 
y sangre. 

alfalfa, silo de maíz y 
(c.c.v.l.) 

alfalfa, §ilo de rnaiz y 
(c.c.v.l.) a base de sorgo, 
harina de sangre, gluten de 
maíz, grano seco de 
cervecería cáscara de soya, 
sernjlla de algodón y melaza. 

rastrojo de maíz y alfalfa 
deshidratada. 

alfalfa deshidratada, silo de 
maíz , (c. c.v. l. ) 3 k/ 1 de 
leche producida, a base de 
grano seco de cervecería, 
harina de carne, semilla de 

78 



Capricho 

Cementos 

Cemer!tos 

Don Alfredo 

Carretera a Santa 
Rosa. 

4000 

1000 

150 

3400 

150 

alaodón,desperdicios, 
citricos y harina de pollo. 

alfalfa, avena, silo de maiz o 
sorgo, rye grass, (c. e. v. 1.) 
1 Kg/2 l de leche a base de 
grano seco de cerveceria, 
sorgo, semilla de alaodón, 
gluten de maíz, cáscara de 
soya, salvado de trigo y 
harina de sangre. 

alfalfa, rastrojo de maíz o 
sorgo, paja y (c.c.v.l.). 

rastrojo 
c.lfalfa 

de maíz, 
f:!'."esca y 

sorgo, 
(c.c.v.l.). 

alfalfa, silo de maíz ,ray 
grass, (c.c.v.l.) lk/21 de 
leche a be.se sorgo, maíz 
amarillo, cáscara de soya,gra­
no seco de cerveceria,semilla 
de alaodón y melaza. 

alfalfa, silo de rnaiz, 
fresca y (c.c.v.l.). 

avena 

79 



PENJAMO 

NU-3 

La M. de Aguilar 300 

La M. de Aguilar 250 

La M. de Aguilar 100 

La M. de Aguilar 150 

La Estrella 15 

El Chiflido 20 

alfalfa 
sorgo , 
leche. 

deshidratada, pata de 
(c.c.v.l.) lkg/21 de 

pata de sorgo, alfalfa fresca 
harina de sorgo, caña fresca 
de maíz y (c.c.v.l.). 

alfalfa deshidratada, sorgo 
molido , pata de sorgo y 
(c.c.v.l.). 

alfalfa deshidratada,rastrojo 
de maíz, pata de sorgo y 
(c.c.v.l.). 

rastrojo de maíz, sorgo y 
trigo, alfalfa deshidratada, 
maíz y sorgo molido más 
(c.c.v.l.). 

alfalfa deshidratada, salvado, 
rastrojo de maíz y sorgo 
además de (c.c.v.l.) para 
cerdos. 

alfalfa y rastrojo 

80 



La Troja 

La Troja 

La Trinidad 

La Trinidad 

se compro en 
' -~a calle 

SA." FELIPE 

Guadalupe 

La Franca 

15 

10 

10 

15 

3 

3500 

3500 

alfalfa deshidratada, rastrojo 
de maiz , sorgo o trigo y maiz 

rastrojo de maíz y pata de 
sorgo. 

alfalfa y rastrojo de maiz 

cebada y pata de sorgo 

alfalfa, avena silo de maíz y 
(c.c.v.l.) llKg/v/d a base de 
semilla de algodón,cascarrilla 
de soya , sorgo , desperdicio 
de y Ke11ogg's y melaza. 

alfalfa semi- achicalada, ray 
grass, silo de maíz concentra-
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Las 't./acas 

Ojo de Agua 

San José 

San 1~artín 

Santa Cecilia 

Barroso 

Estación 
Chirimoya 

4600 

600 

2800 

4 ººº 

4000 

25 

70 

do , llKg/v/d a base de harina 
de sangre de pluma sorgo, se­
milla de algodón, maízoro y 
melaza. 

alfalfa y silo de maíz 

alfalfa, avena silo de maíz, 
(c.c.v.l.) 2Kg/v 

alfalfa deshidratada lOKg/v/d 
silo de maiz 13Kg/v/d, ray 
grass fresco lOKg/v/d 
(e. e. v. 1 . ) 6Kg 

alfalfa, avena, (c.c.v.l.) 
4Kg/v·/d 
alfalfa, avena, silo de maiz , 
:ye grass (c.c.v.l.) 7Kg/v/d a 
base de sorgo, harina de san­
gre, harina de carne , pollo, 
cascarilla de soya 

alfalfa,_ silo 
g:r.·ass f re seo, 
"'"a/v/d b!\, 

de rnaíz,ray 
(c.c.v.l.) 

alfalfa deshidratada y silo de 
waíz. 
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S~.N LOIS DE LA FAZ 

SILAO 

San Isidro 

San Rafael 
de Fatirna 

san Pablo 

Tepetate 

Tepetate 

La Laguna 

Don Luis 

El Trébol 

Coecillo 

12 

10 

1040 

200 

100 

100 

800 

250 

400 

rastrojo de maíz, cebada y 
quelite. 

alfalfa, maguey, rastrojo de 
maíz y nopal chamuscado. 

alfalfa lOKg/v/d, salvado, 
(c.c.v.l.) 9Kg/v/d 

alfalfa, (c.c.v.l.) 

alfalfa fresca 

alfalfa fresca 

alfalfa, avena, rastrojo de 
maíz 

alfalfa fresca, avena, rye 
grass y maíz molido 

alfalfa,silo de maíz, avena, 
pata de sorgo y (c.c.v.l.). 
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El 13 

Los Alamos 

Centro de 
acopio 
Liconsa (Medranas) 

Fojas no\ras 

El Tig1-e 

Fe va 

3200 

300 

11 000 totales 

alfalfa verde, zanahoria, 
repollo, papas lechuga, silo 
de maiz, (c.c.v.l.) a base 
alfalfa,maíz,salvado, hari­
nolina 

alfalfa, rastrojo de maíz y 
(c.c.v.l.). 

5 600 a la hora de muestrear 

7500 alfalfa deshidratada, silo de 
maíz (e.e. v. i.) 12 Kg/v/d a 
base de sorgo semilla de al­
aodón, harina de sangre y 
megalac lKg/v/d 

3500 alfalfa, silo de maiz, concen­
trado 7 Kg/v/d a base de 
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Puerto Rico 4000 

harina de pollo, semilla de 
algodón y pasta de soya. 

alfalfa, (c.c.v.l.) 8Kg/v/d a 
base de harina de sangre, 
sorgo semilla de algodón , 
gluten de maíz, harinolina 
y melaza. 
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