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INTRODUCCION
La ganaderia de leche en su modalidad especializada, se
inici® en México en la década de los afos veinte, mediante la
importacién de razas como Holstein, Pardo Suizo y Jersey (11). A

partir de los afios sesenta, se observdé un gran desarrollo

tecnolégico en los paises ganaderos vanguardistas, revolucionando

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

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

contaba con 4.3 millones de vacas lecheras dque producian 9.6

millones de litros de leche diariocs.

La poblacidn ganadera especializada en la produccién lechera
en nuestro pais esta determinada por los sistemas empleados,las
regiones geograficas 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 poblacidn total ganadera

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

estabulado. Las cruzas de cebil y c¢rieollo con ganadoc europeo

especializado representa el 20 % de la poblacidédn y contribuye con

el 17 % de la produccién lechera, bajc el sistema semiintensivo o

semiestabulado y por dltimo, las cruzas de razas lecheras con cebq,

criocllo y mezclas de éstas dos Gltimas comprenden el 68 % de la

[+

poblacién aportando el 22 % de la produccidn de leche (11).

La produccién lactea es reflejo de la calidad genética, grado
de especializacién, buen manejo y alimentaciédn del hato. Toda

mejora en la alimentacién se manifiesta en una eficiencia general

de la explotaciodn.
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En la produccién ganadera la alimentacidn es la mas importante
desde el punto de vista econdmico por su determinacidén en los
costos directos de produccidn. La alimentacidn representa entre
el 60 y el 85 % de dichos costos, razén por la que se debe mantener

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

usan.

Los alimentos para animales se han clasificado de acuerdo al

Consejo Naclional de Investigacién de los Estados Unidos (NRC) en

las siguientes cateqorias : a).- forrajes secos y alimentos toscos
(+ de 18 % fibra bruta), b).- pasturas cultivadas ( forma verde ),
¢).=- ensilaijes, d).- elimentos energéticos ( -~ de 20 % de proteina

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

proteicos ( + de 20 % de proteina ), f).- suplementos minerales,

g) .- suplementes vitaminicos, h).- aditvivos

Dentro de los ingredientes comlnmente usados para <laborar

dietas para vacas lecheras ce tiene : maiz amarillo , sorgo,

harinolina, alfalfa, silc de maiz, subproductos agroindustriales,

etc... (71,79)

Cuando existe un mal manejo en produccidn o almacenamiento

éstos ingredientes pueden ser contaminados con productos téxicos

como pesticidas, metales pesados o) bien micotoxinas

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

En el caso de lag micotoxinas, generalmente c<contaminan

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

desarrollo de hongos 1los cuales pueden producir toxinas vy

contaminar estos nutrientes (1%,28,56).
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Aungue existen procedimientos para eliminar la contaminacidn

de micotoxinas {1,27,38,42,47,48,51,54,64,6%,98) > proporcionar
materiales aptos para el consumo animal, el gahnado en muchas
ocasiones, se expone a ingredientes contaminados, sufriendo una
amplia variedad de manifestaciones, que dependen de la
susceptibilidad del individuo, edad, peso, estado nucricional, sexo
etc... éstas mnmanifestaciones jpueden ser:. ZZneficlencia a los
productos inmunolégicos (59,80), crecimiento deficicnte, baja de
peso y conversidén alimenticia, mayor sensibilidad a las

enfermedades infecciosas (31), abortos (61), leucosncefalomalacia

(caballos) (25,73), inhibicién de la sintesis de proteinas (43) vy
principalmente pérdidas econdmicas para el productor (45, 31,59).

Los principales hongos productores de mirotoxinas, pertenecen
a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium pero, especies de

otros géneros también pueden producirlas,

Entre las especies que sge reconocen como -productoras de

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

presencia de hongos en un alimento no implica necasariamente la
presencia de micotoxinas (13); por otro lado, un mismo hongo puede

producir diferentes tipos de toxinas sirulténeanencz (Fusarium

produce Zearalenona y fumosiras) ‘7' 7 sor esta reazin, s posible
que la dieta diaria esté contaminada con mas de '..a nrnicotoxina

(13).
También es importante notar gque pueda halaer contaminacidén con

micotoxinas aunque no haya presencia visible de hongos o cambios de

aspecto, color, olor o sabor en los mencionados ingredientes (15).
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Las micotoxinas més cominmente reportadas coms contaminantes
de granos o alimentos procesados son: aflzo“oxinaiz, zearalenona,
ochratoxina A, trichothecenos, deoxinivalenol, patulina vy
fumosinas (55,73). De las anteriores, las aflatoxinas han sido las
gque mads se han estudiado, debido a gue constituyen un grupo de

compuestos carcinogénicos muy potentes, como es el caso de la

aflatoxina B1, (AFBl) (18,32,33,72,).

Existen otras aflatoxinas como la B2, G1, G2, ML y M2,

que se
pueden encontrar en granos basicos o alimentos destinados al

consumo humano y animal (26,33).
Las aflatoxinas son metabolitos secundarios sintoetizados durante

el desarrollo del hongo y su produccidn puede ocursir en el campo

(59,95), durante el cultivo v,c después Te 12

cosecha, asi como

durante el almacenamiento (33,32).

En el campo, la produccidn estd relacionade con e estres de la

sequia, las practicas de culti~z, Ttlpos de walz, humedad y altas

temperaturas {(14,22,50).

En el almacenamiento de granos, las =’lsic¢xinas se producen en

un rangc de temperatura de 25°a 35° C, a una humedad relativa

minima de 85 % y un contenido de numedad en el grano de 16 % (70).

(=3

Muchas de éstas condiciones se han presentado en la Unidn

Americana en dJdiferentes afios. Asi, en 2. ano de 1982 en la

localidad de Missouri, los niveles medios d= aflavoxina en maiz,

variaron de 0.0 partes por billén (ppk)., O microgramos por

kilogramo (pg/k), a trazas; en 1983 los niveles reportados fueron

de 18 a 70 ppb y en 1984, de 37 ppb (53,94). En 13983 y 1984 1los
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niveles de aflatoxina B1 fueron mayores que en 1982 debido al
estres de 1la sequia y a las altas temperaturas, ocasionando
pérdidas econdmicas de 140 millones de délares, debido a problemas

de comercializacién y por representar un alto riesgo para la salud

animal (45%).

Estudios de incidencia de aflatoxinas en maiz producido en

México, (29,30) determinaron, que en maiz recién cosechado 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 miswa entidad federativa
y se encontrd que la presencia del género Aspergillus y Penicillium

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

favorecieron la presencia de Aspergillus ni de las aflatoxinas.

En México, D.F., se reportd (43,63) que d3 290 muestras

analizadas en 1984, 46 (18,96 %) presentaron afletoxina Bl, con
niveles de 25 a 100 ppb, de las cuales 41 pevtenecian a alimento

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

En 1985 se analizaron 276 muestras, presentando contaminaciodn
sblo 15 (5.4 %); tal parece que esta disminucién de la
contaminacién en 1985, con respecto a 19834, puede stribuirse a las
condiciones climdticas (37). Mientras que en Montarrey, N.L., en

1990 (82) se analizdé maliz que se distribuia en la ciudad

encontrandose niveleg de AFBl que variaron de .03 - 465.31 ng/qg,

nivel superior a los permitidos en México (20 pg/k) (23,77) y AFG1

en concentraciones de 1.59 - 57.10 ng/g
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Lo anterior confirma que la presencia de éstos contaminantes
(aflatoxinas) en los alimentos, es estacional y erratica y que los

riesgos para la salud humana y animal son altos.

El &rgano mas afectado por la aflatoxina en todas las
especies es el higado. El céncer del higado se relaciona en muchos

de los casos a una larga exposicidén con alimentos contaminados

(16,32,97).

S1i consideramos la presencia de aflatoxinas en alimentos

basicos y los efectos de éstos contaminantes al entrar a la cadena
alimenticia, podemos comprender el riesgo que implica para la salud

ptiblica (49,93,97}.
El humano se encuentra expuesto directa o indirectamente al
consumo de aflatoxina Bl o aflatoxina M1 ya sea a través de

cereales contaminados o productos alimenticios de origen animal,

como la leche (esquema No 1) (44,83,90,91,93).

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). Fspecialmente en

higado, rinones, misculo esquelético , tracto gastrointestinal y

son excretados en heces, orina y leche (4,9,34,65,75,76,92).

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

homogeneizados de higado de diferentes animales, mostro

diferencias en la actividad metabdlica de las células hepaticas.



ESQUEMA 1

Entrada de aflatoxina Bl (AFB1) en la cadena alimenticia

Aspergillus flavus y Aspergillus parasfticus

Campo y/o Almacén

Maiz, cacahuate,

arroz, trigo,

cebada, avena, sorgo, etc.

Alimento contaminado con AFB1

Consumido por ganado

Consumido por el

productor de humano
carne leche
o AL el BIBLINTECA CENTRAL
Humano

l

Riesgo de:

| |

cancer mutagénesis teratogénesis umuerte
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Asi se observd que de 25 ug de aflatoxina B1l, adicionados a

cada substrato, el higado de borrego metabolizdé el 30 %,mientras
que con 50 ug de AFBl, el higade de becerro, formaba 1.35 pg de

AFM1 por gramo de homogeneizado durante una hora de incubaciédn

(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 grancos, 1inhibe las bacterias gran positivas,

bajando la concentracién de Acidos drasos volatiles

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 AFBl1 es convertida en el higado {citosol) por

hidroxilaciédn (85) a diferentes metabolitos entre ellos la AFM1,

aflatoxicol, aflatoxina B2a, parasiticol Y Pl

{(,,7,9,17,34,36,46,49,%2,62,65,72,77,81); siendo la aflatoxina M1

el metabolito miés abundante en leche ( 1 a 3 %) (24).

Los efectos carcinogénicos de AFM1, son menores gue los de
AFBl, aungque su potencial téxico es muy similar (26,17), también se
conoce que algunas vacas pueden producir leche contaminada sin

manifestar sintomas subagudos de intoxicacidén (10).

Por lo antes expuesto la contaminacidén de leche con

aflatoxina M1, puede presentar un riesgo potencial para mamiferos,

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

alimentacidén es exclusivamente a base de leche y son é&stos los mas

susceptibles a los efectos téxicos de las aflatoxinas (57,58,59).
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Con estas bases se realizd un estudio para detectar aflatoxina
M1l en leche de ganado bovino en el estado de Guanjuato; ya gue la

bibliografia consultada no reportd datos de métodos confiahles para

la deteccidén de AFM1 en nuestro pais (37), ni el grado de

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

problemas que causa ésta aflatoxina no existan.
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OBJETIVO GENERAL

1.- Deteccién de aflatoxina M1, en leche de ganado bovino

en el estado de Guanajuato.
OBJETTIVOS PARTICULARES

1.1.- Seleccién de un método para deteccidn de aflatoxina

AFM1 en leche.

l1.2.~-Confirmacién de la eficiencia y reproduccibilidad del método

seleccionado en:

a) Leche fluida contaminada experimentalmente
b) Leche fluide exeretada por una vaca ia cual consumid

aflatoxina Bl en la dieta
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HIPOTESIE

Si la aflatoxina Bl (AFBl) es ingerida en el alimento por
los bovinos, biotransformada en aflatoxina M1 (AFM1), excretada en
leche y consumida por los mamiferos representando un riesgo
potencial para la salud plblica, entonces serd necesario adecuar un

método confiable, capaz de detectar 1la concentracidén de ésta

micotoxina en leche.
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MATERIAL Y METODOS

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

Primera etapa

1.- Seleccién de un método para deteccidn de aflatoxina Ml

en leche.

Segunda etapa
2.- Confirmacidtn de la eficiencia y reproductibilidad del
método seleccicnado :
1.2- leche fluida contaminada experimentalmente.
2.2.- leche fluida excretada por una vaca la cual

consumid aflatoxina Bl en la dieta.

Tercera etapa
3.~ Deteccidén de aflatoxina M1 en leche de ganado

bovino producida en el Estado de Guanajuato.

Primera etapa

1.~ SELECCION DE UN METODO PARA DETECCION DE AFLATOXINA M1 EN

LECHE.

Los métodos analiticos evaluados para determinar aflatoxina

M1 fueron los siguientes:

Método 1.~ Determinacién de aflatoxina M1l por cromatografia

liguida (84).
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Método 2.- Determinacidén de aflatoxina M1 en leche y derivados

a bajos niveles (17).
Método 3.- Determinacién de aflatoxina M1l en leche fliida

International Agency for Research on Caricer (37).

Método 4.~ Aflatoxina M1l en leche y queso, determinacidn por

cromatografia en capa fina (6).

Método 5.- Determinacidn de aflatoxina M1 en leche fliida

(26) .

Estos métodos fueron seleccionados en base a su eficiencia y a la

accesibilidad de equipo y reactivos, la eficiencia reportada por

los autores de los métodos antes mencionada es la siguiente
(cuadro 1).

CUADRO 1

EFICIENCIA DE LOS DIFERENTES METODOS EVALUADAS

No METODO REFERENCIA ~ NIVEL MINIMO %
DE DETECCION

1 TYCZKOWSKA (84) 0.1 90.8
2 DOMINGUEZ {17 0.1 (a)
0.92 (b) 92.8
3  IART (37) 0.05 polvo
0.5 flaida 91.0
4 AOAC (6) 0.5 no reportada
5 ROBERTS Y ALLCROFT (26) 0.3 polvo no reportado

(a) técnica 1
(b) técnica 11



14
En el estudio preliminar cada uno de los métodos fué

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

(fluida) en:
leche en polvo sin adicidén de aflatoxina M1 (control)

leche en polvo adicionada de cantidades conocidas aflatoxina M1
leche fluida sin adicién de aflatoxina M1 (control)

leche fluida adicionada de cantidades conoccidas de aflatoxina

M1l.

Estos métodos de deteccidn de aflatoxina M1l consisten de tres
pasos principales: A) Extraccién, B) Purificacidén vy C)

Cuantificacién.

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

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

en la bibliografia y describe en los esguemas de ésta seccién. El
material y equipc mas importante gque se ocupa en esta parte es un

agitador de mufieca, bomba de vacid, matraces, pera de decantacidn

y solventes asi como campana de extraccidén (en las tres pasos).

-En el paso de purificacién a la toxina extraida se le elimina de

contaminantes como colorantes pigmentos y lipidos. En la primera

etapa (preliminar) se requirié empaquetar columnas bajo 1la

siguiente metodologia: (sin embargo en 1la segunda etapa;

confirmacién de 1la eficiencia y reproductibilidad del método

seleccionado, las columnas gue se usaron fueron cortas del método

CB modificado) (29).
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Empagquetamiento de la columna:

A la columna de vidrio de 20 cm de altura y 2.5 cm de
didametro (pyrex) se le acopld un pocc de lana de vidrio en el fondo
como soporte. Después se le adiciond cloroformo a la mitad de la

columna, luego dos grames de gel de ( silice 60-200 mallas)

resuspendido en cloroformo de nuevo se adicionan de 3-~4 ml de
cloroformo lavando las paredes de la columna luego fué eluido parte
de este cloroformo hasta antes del nivel del gel de silice mas o

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

separ® 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 1dltima etapa, 1la cuantificacién se realizd por

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

variaciones en los solventes utilizados. Consiste en separar las

micotoxinas en placas revestidadas con gel de silice mediante un

solvente migrante. La cuantificacidén se realizd por comparacién

visual de 1la intensidad de 1lcs puntos fluore:scentes de las

substancias desconocidas con una serie de estendares de referencia
de concentracién conocida aplicados en la misma placa. De esta
manera se llevd acabo el estudio preliminar.

Preparacidén de placas de gel de silice en capa fina:

Se resuspendid 30 g de gel de siiice (Kiedegel, Merk) con 65

ml de agua destilada en un matraz con tapdn de rosca.
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Esta suspensidn se agitdé y aplicd en placas de vidrio de 20x20
cm con un grosor de 0.25 mm empleandose 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 °C

durante 1 hora.
Aplicacién del extracto a la placa:

En una placa para cromatografia en capa delgada se trazaron

lineas paralelas imaginarias separadas las primeras, a dos cm de

distancia, lugar del punto de aplicacién y el frente de solvente se

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

nimero de muestra que se aplicd en el origen para evitar confusidn.

Las muestras se aplicaron cuntitativamente con ayuda de
microjeringas (Hamilton) de diferentes volimenes p), la aplicacidn
debe ser en una zona circular no mayor de 0.5 cm de didmetro. De

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

una de las repeticiones. De igual manera se aplicd el estandar de

aflatoxina M1 (Calbiochem,U.S.A) en vollmenes de 30, 40 y 50 pl

Yy c¢on una c¢oncentracién de 0.9914 pg/ml se hicieron dos

aplicaciones intercaladas con lags muestras. Una vez hecha la

aplicacidén 1la placa se desarrolld en cloroformo~ acetona-

isopropanol (85:10:%) 60 ml, para la separacién de las aflatoxinas

una vez que esta mezcla alcanzo los 17 cm, la placa se sacd de la

camara de desarrollo y se dejd secar, ya seca se observaron estas
placas a una camara obscura de luz ultravicleta de onda larga

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

del estandar para luego compararlas con las manchas de cada una de
las repeticiones del problema. Si el RF de las manchas del esténdar

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

considera positiva.
frente de soluto

frente de solvente

Determinacion semicuantitativa de concentracidén para
aflatoxina M1 y Bl:

Para determinar la concentracidn por comatografia en capa fina

se utiliza la siguiente férmula para las dos toxinas.

(s) (y) (V)

G fK=mm i e e e
(%) (W)
s = microgramos (ug) de aflatoxina M1 aplicados en la placa
y = concentracion del estandar de aflatoxina M1l en microgramos por
ml {(ug/ml)
v = microlitros {ul) 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 B e e o o e e o o e e e e e o o e
120
para (AFM1)}.
W =

gramos de muestra aplicados a la columna, para ( AFB1)
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Las diferencias entre éstos 5 métodos, Dbasicamente consiste

en el tipo de solventes utilizados y tiempos de extraccién.
La descripcién de los métodos, en forma esquematica, es la

siguiente:



ESQUEMA 2

Método 1 (Tyczkowaska)

Extraccién: Leche fluida (100 ml); leche en polvo 10 g + 100
ml de agua desionizada.

Muestra de leche

|
Acetona 300 ml
tierra de diatomaceas 10 g

agitacidédn 30 nin
Filtrar al vacio

Filtrada + 20 ml seolucién
saturada de (Nli;), 504

5 min reposo
Solucién saturada de Na, SO; (10 ml)

tierra de diatomaceas (10 g)
agitar 1 min.

Filtrado + hexano (100 ml)

reposar

Fase acuosa -+ 50 ml de
cloruro de scdio
extraer 2 veces

con

100 ml de cleoroformo

filtrar
a través de NacCl
Evaporar extracto 55 °C

recuperado en ml

descartar hexano

19



Purificaciodn

cuantificacidn
por cromatografia de
capa fina (ccf).

20

columna gel
\de silice
Tolueno ac.acético
(9:1) 25 ml
desechar

Hexano:éter:acetonitrilo
(5:3:2)

desechar

Eluir AFM1 con
cloroformo:acetona (4:1)
40ml

|

Evaporar a sequedad

Resuspender en 100 ml

de
benceno:acetonitrilo
(9:1)

gl aplicados de st de AFM1 10,20 y 30
4l aplicados de problema 30,40 y 50
desarrollo éter

CHCl3:acetona:isopropanol
85:10:5
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ESQUEMA 3
Método No 2 ( Dominguez, 1987)

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

Muestra de leche
+

7ml CaHCO,(8.4%)
70 ml de metanol-acetona (50:20)

agitacién 1 min.

Centrifugar (-10°C,30min, 800 rpm)

Filtrar
75 ml de CHCl3

Evaporar a sequedad

PASO 1 PASO TIT
Cuantificacién
resuspender en 300 pl CHCl,
pl de prob.| 30,40 y 50 COLUMNAS Purificacidn

Ml de st.10,20 y 30 Tolueno-

ac.acético(9:1)

desarrollo Hexano-éter-acetoni
CHCl,:acetona:isopropanol trilo (6:3:1)
85:10:5

Eluir AFM1
CHCL4 acetona (4:1)

comparacidén visual de zonas
de fluocrescencia

Evaporar a sequedad

Resuspender en 100ml de CHCL,

cuantificacidr. por cromatografia
en capa fina. (como paso 1)



ESQUEMA 4

Método No 3 (A,0.A.C.)

Extraccidn ; Leche fluida ( 50 ml )}; leche en polvo 5 g + 50
ml de agua destilada

Muestra de leche

4+ 10 ml de solucién salina

120 ml de CHCL4

Agitacidén 1 min
si hay emulsidén centrifugar

Fase de CHCL,
Agitar 3 min

Filtrar

filtrado

Purificacidn Columna (5 ml del extracto)
Tolueno~ac.acético(9:1) 25 ml
Hexano 25 ml
Hexano-éter-acetonitrilo
| ( 5:3:2) 25 ml
Eluir AFM1
CHCLy~acetona (4:1) 40 ml

Evaporar a sequedad

Resuspender en 100 gl benceno-
acetonitrilo(9:1)

Cuantificacién ul aplicados de problema 15,20 y 30

(cct) il aplicados del st. AFM1 5,10 y 15
desarrollo; CHCl,:acetona:isopropanocl
(87:10:3)

Comparacidn visual de zonas de fluorescencia



ESQUEMA 5
Método Ho 4 {IART,

Extraccién: Leche Zluida (50ml) ; leche en pc_ro 5 .

Muestra de leche
|
60 ml de solucién de urers
10 ml de NaCL
120ml de cloroformc
agitar 60 seq
Reposar
I

Filtrar

si hay emulsién centrifugar

filtrado + 10 g de Na,S0,
agitar 3 min.

Filtvrar
|

filtrado
Purificacion Columna

—_— - |tolueno ac.acético [9:1)
a— Hexano
— |Hexano -é&ter- acetonitrilo
(5:2:3)
Eluir AI'ML
—acetona -diclorometano (1:9)

Evaporar a sequecad

Resuspender-en—100 nl de
Benceno—~acetonitrile (9:1)

‘Cuantificacidn ikl aplicados del problema 20,30 y 40

(cef) pl aplicacdos del st APMI 5,15 y 20
desarrcllo;CHCl,:acetona:isopropanol
(87:10:5)



Esgquema 6
METODO No 5

Extraccidn:

DE ROBERTS Y ALLCROFT (1967)

Leche fluida 100 ml
Muestra de leche

+

150 ml acetona - metanol (2:1)

Filtrar al vacio

250 ml cloroformo

Agitar

Evaporar a 5 ml (rotavapor)
a 55°¢C

Purificacidédn Columna

éter 25 ml
Eluir

40 ml de CHCIl,

Evaporar a sedquedad

Resuspender en 100 ul de
cloroformo

|

cuantificacién

1 aplicados de standar de AFM1 10,20,30
i1l aplicados de problema 30,40,50
desarrollo: éter y CHCl;-metanol (85:15)

24
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Segunda etapa

2.~ EFICIENCIA Y REPRODUCTIBILIDAD DEL METODO SELECCIONADC

La determinacién de eficiencia y reproductibilidad del método se

realizd de dos formas.

2.1.~- En leche fluida adicionada de cantidades conocidas de
estandar de aflatoxina M1:

Cantidades conocidas de estandar de aflatoxina M1 fueron
afiadidas a la 1leche bajo obscuridad (la 1luz inactiva las
aflatoxinas) contenida en unmatraz erlermeyer con ayuda de jeringa
hamilton.

- Se adquiridé leche de vaca sin hervir la cual fué
adicionada de estandar de aflatoxina M1 (100,200,500,1000 ;1) de
una concentracién 0.9914 ug/ml donado por (Calbiochem, U.S.A.)
se realizaron 8 experimentos (exp.) de 5 repeticiones cada uno asi
como 1 testigo por cada exp. con opcién a realizar las
modificaciones pernitentes dando un total de 40 analisis.
2.2.~ En leche fluida producida por una vaca,la cual consumid

AFB1 en la dieta

En el laboratorio de micotoxinas se contaba con maiz amarillo
contaminado naturalmente con aflatoxina Bl, se tenian 4 bclsas de:
1} de 5100 ¢gr, 2) 4150 gr, 3) 4800 gr y 4) 10,000 gr la
concentracién de aflatoxina Bl era de 120 pg/k, para la bolsa

No 1, 82 ug/k para la beolsa No 2, 114 ug/k para la No 3 y

82 pug/K para la No 4. Se homogeneizd el maiz de la bolsa
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# 4 y de ésta se tomd para completar el peso a 5500 g de las
bolsas 1,2,3 (cuadro 2). Una ves con éste peso se homogenelizaron
y se procedidé a analizar el contenido final de AFB1

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

cada una de las tres bolsas quedando de la siguiente manera

{cuadro 2).

CUADRO 2

AFM1 EN MAIZ CONSUMIDO POR LA VACA

BOLSA PESO G.TOMADOS TOTAL G.PARA kg/k G.CONSU-
INICIAL DE LA BOLSA ANALISIS AFB1 MIDOS TPOR
No 4 LA VACA
1 5100 400 5500 500 _ 59 5000
2 4150 1350 5500 500 98 5000
3 4800 700 5500 500 150 5000

En esta seccidn se utilizd una vaca Holstein prestada de la

Facultad de Ingenieria de la Universidad de Guanajuato

VACA No 167

EDAD 3 afios 3 meses
ETAPA DE LACTANCIA 8 meses
PRODUCCION DE LECHE 17 1ts

RAZA Holstein F.

No. DE PARTOS I (1 Oct. 1989)
PESO 550 K

DIAS DE GESTACION 4.5 meses

FECHA DE NACIMIENTO 2 DE Marzo de 1987

INSEMINADA 30 de Enero de 1990

HORA DE ORDENA Mafiana y tavde
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Se aisld del lote y se le did un periodo de adaptacidén de
3 dias en un corral techado (paridero), la vaca consumia (cuadro 3)

una racién antes del experiemento a base de:

CUADRO 3

ALIMENTACION DE LA VACA

ANTES DEL EXPERIMENTO DURANTE EL EXPERTMENTO (3 dias)

Salvado 140 maiz amarillo 5 k/dia
Sorgo 730 alfalfa 20 k/dia
Pollinaza 110

Minerales 5

Sal 5

Alfalfa 10 Kg

Siendo-la primera dosis de aflatoxinz Bl de 295 ug, la segunda

= —-de—490-ug y la tercera de 750 pug, habiendo c¢onsumicdo un total de

1535 pg aflatoxina Bl en 3 dias.

El muestreo se inicié 1 dia antes de la ingesta del maiz

contaminado y se continuo durante 9 dias, -considerando a cada

ordefia (mafiana y tarde) como una muestra, registrando los litros

totales para cada una, las muestras se etiquetaron , congelaron y

se analizaron para aflatoxina M1 con el método seleccionado y

probado en el presente estudio.



El método utilizado para la deteccidn de aflatoxina Bl en el
maiz amarillo consumido por la vaca fué el siguiente:
METODO CB CORTO MODIFICADO

La muestra de alimento etiquetada, molida y pasada por un
tamiz (USA Standard Testing Sieve) No 20 y atemperada se

submuestredé por cuarteo, obteniéndose una compdsita de 50 g. mas 5

repeticiones de 40 g. cada una. Se analiza la compdsita y si
resulta positiva se analizan las 5 repeticiones.

El método consiste en: A) Extraccidédn, B) Purificacién, C)

Cuantificacidn.

A.- Extraccién

La muestra molida de alimento se colocd 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

diatoméceas, 250 ml de cloroformo se taparon y agitaron en un

agitador de mufieca (Multiwrist shaker) por media hora. La mezcla se
filtr6:al-vacio-a -través de papel whatman No 4. Se pasd a un embudo
de separacidn se separd el cloroformo y de ahi se tomd 100 ml éstos
se evaporaron un rotavapor rotatorio (Rotavaporr Buchi 115 Ex)

hasta un volumen de 5 ml para posteriormente pasar a purificacién

en columna.
B.- Purificacién

Empaquetamiento de la columna. En la columna (jeringa de 5 ml
de plastico) en primer lugar se pone algo de algoddn 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 adiciondé el
extracto ( 5 ml) enseguida se adiciond los siguientes reactivos; 5

ml de hexano, 5 ml de éter y 5 ml; de una mezcla de cloroformo

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

5 ml se evaporaron a sequedad.

C.- Cuantificacidn
La cuantificacién se efectud en una placa de gel de silice

para capa fina. La preparacién de las placas es igual que para AFM1

(pag. 17), asi como la cuantificacidén semicuantitativa de

concentracién ( pag. 19).
Aplicacidn del extracto al cromatograma

La muestra evaporada a sequedad se resuspendié en 500 pl. de

cloroformo. Y en una placa preparada como se indicé anteriormente,

se trazardn lineas paralelas imaginarias separadas por 2 cm. de

distancia.

La longitud entre el punto de aplicacidén y el frente de
solvente fué de 17 cm, las muestras se aplicaron cuntitativamente

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

mayor de 0.5 cm. de diametro. Se aplicé 10, 15 y 20 pl de cada una

de las repeticiones. El estandar se aplico con una microjeringa de

10 pl., éste fué adquirido de la (calbiochem U.S.A) . Se aplico 1,

2 y 3 wul. en dos sitios diferentes e intercalados con las 5
repeticiones. Una=vez-=hecha la aplicacién la placa se desarrollo

en: 1.~ éter, 2.- en-una=mezela de ecetona~ cloroformo =-agua,
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(15:85: 1.5%), para la separacidén de aflatoxinas una vez que esta

mezcla alcanzd los 17 cm, la placa se sacd de la camara de

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

camara obscura de luz ultravioleta de longitud larga (Ultraviolet

cabinet model cc- 20 4g.). Primero se ve la intensidad de

flucrescencia de las manchas del estandar para luego compararlas
con las manchas de cada una de las repeticiones del problema. Si el

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

coinciden la muestra serd& positiva. Para la cuantificacidén ver

pagina 17.
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Tercera etapa

3.- DETECCION DE AFLATOXINA M1 EN LECHE DE GANADC BCVINO

DEL EBTADO DE GUANAJUATO.

3.1.- Seleccidn del lugar para el experimento de campo.

En el Estado de Guanajuato la produccidén lactea en 1985 fué de
435 237 000 lts. (Anuario Estadistico, SARH. 1987) (cuadro 3.1). El
andlisis de toda 1la produccidén reportada seria un trabajo
laborioso, costoso y considerado como un censo. for lo que se
estimé un—20 % —como muestra representativa de la produccién
lechera. De tal manera que de 46 poblaciones p:roductoras de leche
en el estado de Guanajuato, 9 poblaciones fueron seleccionadas para
realizar el muestreo; obteniéndose un numero total de 92 muestras
a analizar con 5 repeticiones cada una dando un total de 460
analisis.

Las  poblaciones fueron seleccionadas de acuerdo a los
siguientes criterios: en base a produccién de Jleche, regiodn
geografica y tipo de agricultura.

Los lugares fueron: Irapuato, Penjamo, Silao, Ledn, San Miguel
Allende, Dolores Hidalgo, Acambaro, San Felipe y San Luis de la Paz

(esquema 6).



CUADRO 3.1

PRODUCCION DE LECHE EN DIFERENTES MUNICIPIOS DEL ESTADC DE GUANAJUATO

MUNICIPIO ANUAL MENSUAL ' PORCENTAJE No DE TOTAL DE
MUESTRAS *  ANALISI:

ACAMBARO 16 236 000 1 353 000 3.7 8 40

ALLENDE 19 814 000 1 614 0060 4.4 9 45

DOLORES HIDALGO 22 852 000 1 904 333 5.2 11 55

IRAPUATO 18 49% 000 1 541 583 4.2 9 45

LEGN 33 516 000 2 793 000 7.7 16 80

PENJAMO 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 0G0 1 617 750 4.4 9 45

De acuerdo &l Anuario Estadistico de (S.P.P) 1987
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Esguema No 6.

i.- Acéhbaro

2.- Allende

3.- Dolores Hidalgo
4.- Trapuato

5.- Ledn

6.- Penjamo

7.- San Felfpe

8.- San Luis de la Paz

9.- Silao
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3.1.1 Muestreos realizados

En el presente trabajo se muestred el 20% de la produccidn

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

3.1.2.- Recoleccidn de las muestras

Estas muestras fueron recolectadas en frascos de plastico con
capacidad de un litro y transportadas en refrigeradores de unicel

con hielo para posteriormente guardarlas en el congelador, hasta su

analisis.
3.1.3,.- Identificacidn de la muestra

La identificacién de la muestra se realizé en el lugar de su
muestreo indicando ntmero de muestra, rancho, poblacidén y nimero de

litros de 1leche obtenida. También se obtuvo informacidn
proporcionada por el encargado, la cual nos indicaba lo siguiente:
ubicacidn, temperatura, precipitacién pluvial, sistema de

explotacién, proceso de ordefa, produccidn de leche y alimentacién

{apéndice).

3.1.4.~ Almacenamiento, homogeneizacién y divisién de la muestra

Para su analisis la muestra fue descongelada, primero se pasd

del congelador al refrigerador 1 dia antes de ser analizada,
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después se atemperd en refrigeradores de unicel a temperatura
ambiente para luego ser homogeneizada.

La homogeneizacién consistié en mezclar perfectamente la

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

distribucidén lo mas uniforme posible.

3.1.5.- Analisis

Una vez homogeneizada la muestra se procedid a tomar 5

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

agitando. Posteriormente se aplicd el método seleccionado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Primera etapa

1.- Beleccién de un método para deteccién de aflatoxina M1 en

leche.

Los resultados obtenidos durante el estudio preliminar de los

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

los factores que mas influyeron, para no recuperar la alflatoxina

M1 en leche, tanto en polvo como fluida fueron principalmente en

las etapas de extraccidén, ya que se forma una emulsidén bastante

densa que impedia recuperar el solvente y en consecuencia la

aflatoxina M1 disuelta en éste. De igual manera en la etapa de

purificacidén, 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 gque fueron evaluados en el

presente estudio.

A pesar de estos resultados el método de la AOAC resultd 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

extraccién y purificacidén del extracto, para lo cual se procedid a
modificarlos .

A los 2 métodos mencionados se les realizaron modificaciones,
las mAs importantes al método de la AOAC, (cuadro 6) fueron la

eliminacién de agua y la solucidén de cloruro de sodio, asi como la

inclusién de tierra de diatomaceas y sulfato de amonio en la etapa

de extraccidn.



CUADRO 4

PROBLEMAS LOGISTICOS PRESENTADOS POR LOS METODOS ESTUDIADOS

Método Epulsifi Pigmentos Material Solventes Otros
cacion Lipildos
B e e e e o e e e e e e e et e e e e e e e
\
Tyvozkowska - + més Qe 15 vol. grandes
vol.grande dificultad ma-
HPLC nejo.
Dominguez + + centrifuga dafio fcos de mayor
fria agitacién exp. 1luz
ACAC + -+ modificacionss
en la etapa de
extraccidén
JART + +
Roberts vy
Allcroft - + adaptacidén a las

concéicicnes del
laporatorio

- negativo

+ positivo



AFM1 AFTM1 EFICIENCIA
adicicnada recuperada %
Lg Kg
ACAC Leche fluida 19.9 7.2+ 7.2
Leche en poclvo 7.5 1.7+ 24 1%%
RCBERTS y
ALLCROFT Leche fluida 19.9 5.0+ 25.6%%

CUADRO S

AVALUACION DE LA EFICIENCIA DE LOS METODOS ORIGINALES DE LA

AOAC Y DE ROBERTS ¥ ALLCROFT
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CUADRO &

MODIFICACIONES REALIZADAS AL METODO DE LA AQAC

METODO
ORIGINAL

METODO
MODIFICADO

GR DE MUESTRA
AGUA

SOLUCION DE Nacl
TIERRA DE DIATOMACEAS
Na,; S0,

EXTRACCTION

PRECIPITACION
DE CONTAMINANTES

REMOCION DE GRASA EN
COLUMNA CORTA

ELUCION
RESUSPENDER

DESARROLLO DEL
CROMATOGRAMA

50

i0 ml

no usa
10 gr

120 ml DE CHCI,4

no usa

Toluenoc-Ac. Acético(9:1)
Hexano

Hexano-eter-acetonitrilo
CHCL;-Acetona (4:1) 4Cml

Benceno-Acetonitrilo (9:1)

CHCl;-Acetona-Isopropancl (87:10:3)

no usa
no usa
5 gr

noe usa

120 ml CHCl,
Sulfato de amonio

Hexano

éter 5ml descremnada

éter 10ml entera

CHCl;~ acetona (4:1) 10 ml

100 ul de CHCl,

igual

39
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Esto permitié eliminar 1la emulsién dque se formaba Yy

dificultaba mucho el desarrcollo de la técnica. Durante la

purificacién del extracto se modificaron los volumenes de éter de
5 a 10 ml eliminando la presencia de lipidos y pigmentos.

Al evaluar la eficiencia del método AOAC modificado (esguema

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 eficlencia es

baja comparada con la reportada por la literatura. Contar con un
método (técnica) eficiente de deteccidn de AFM1 en leche en polvo
en México es indispensable ya que nuestro pais importa grandes

cantidades de leche para su utilizacidén en una gran variedad de

productos,los cuales son alimentos basicos y son consumidos
principalmente por los infantes.

Segunda etapa
2 .- CONFIRMACION DE LA EFICIENCIA Y REPRODUCTIBILIDAD DEL METODO

SELECCIONADO
2.1.~ En leche fluida contaminada experimentalmente.

Con respecto al método de Roberts y Allcroft se efectuaron
las modificaciones sefialadas en el cuadro 8 las cuales permitieron
adaptar el método a las condiciones del laboratorio, quedando como
se describe en el esquema 8. Posteriormente al

evaluar la

eficiencia de éste método se observd, que ésta fue aumentando

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

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

METODO DE LA AOAC MODIFICADO PARA LECHE EN PCLVO (Guzman

Y
Serratos}

20 gr de leche en polvo
+
5 gr de tierra de diatoméceas
+
120 ml de cloroformo

agitar 30 min a 2 spd.

reposar 5 min.

filtrar al vacio a través de tierra —
de diatomaceas
desechar —
precipitado

a todo el filtrado
pasarlo a un matraz que contenga

agitacidén iigera y manual
20 ml de sulfato de amonio

s50l0o leche entera

leche descremada dejar en
reposo.

repocso 5 min

pera de decantacidn

separar cloroformo y
medir volumen

evaporar a S ml (rotavapor) a 55°C

hexanoc % ml

columnas éter 5ml leche descremada
éter 10 ml leche entera

eluir CHCl3~acetona(4:1)10 ml

evaporar a % ml{roctavapor)

resuspeder en 1000 pl de cloroformo

cuantificar por cromatografia
en capa fina.



CUADRO 7

AVALUACION DE LA ZEFICIENCIA DEL METODC DE LA AOCAC MODIFICADO EN LECHEE EN POLVO

AFML AFM1 MANCH2S EFICIENCIA
ADICIONADA RECUPERADA %
L/K * L/K *
CONTROL - - a) amarillo liamén
) azul verde -
DESCREMADA a) amarillo limén
b) azul wverde
7.5 1.5 c) azul flucrescente 20
CONTROL - - a) amarillo 1imén -
b} azul wverde
ENTERA a) amarillo limdén
b) azul verde
7.5 1.9 ¢) azul fluorescente 25.6

c) RF 0.24
AFM]1 RF 0.24
* media de 15 repeticilones



Precipitacidn de
proteinas

recipitacién de
contaminantes

Extraccion
Eliminacién de agua
Remocidn de grasa
en columna cortca
Elucidn

Desarrolic del
cromatograma

de Roberts y Allcroft.

o tomado del método
* n 11
+ n "

MODIFICACIONES

CU2DRO 8

METODO
ORIGINAL

acetcna -metanol

no se realiiza

cloroformo

clorcformo

cloroformo - metanol

REALIZADAS AL METODO DE ROBERTS ¥ ALLCROFT

METCDO
MODIFICADOC

acetona o

sulfato de amcnio *
cloroformo *

sulfato de sodio
anhidro *

éter- hexano *

cloroforme -acetona +

cloroformo-acetona-iso-
propanol +

CB modificado ( AFBl) Guzmdn y col.(1592)

AQAC
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ESQUEMA 8

METODO No 5  DE ROBERTS Y ALLCROFT (1967), (modificado por
Guzman y Serratos).

Extraccidn: Leche fluida 50 ml

Muestra de leche
+

75 ml de acetona

Reposar 5 min

Filtrar al vacio
a través de tierra de
diatomaceas

filtrado

25 ml de (NH,),S0,

Agitar manualmente 0.5 seq.
Embudo de separaciodn

Medir volumen de sobrenadante
.l.

150 ml de cloroformo

Agitar a dos velocidades
por 10 min en agitador de muneca




Embudo de separacidén a través
de Na,S0,

Medir y anotar volumen de
CHCL,4

Evaporar a 5 ml (rotavapor)
a 55°cC

Columna
5 ml de hexano
5 ml de éter

Eluir con 10 ml de
CHCL,; - acelona (4:1)

Evaporar a sequedad
en baho maria a 55°C

Resuspender en 100 pl de CHCl,

Cuantificar por cromatografia

en capa fina.

#l aplicados del problema: 15,20,30

41l aplicados del estandar AFM1: 5,10,15%
desarrollo CHCl,-acetona-isopropanol (87

45

:10:3)



CGADRO 9

EFICIENCIA DEL METODO DE ROBERTS Y ALLCRCFT MODIFICADO EN LECHEE FLUIDA

EXPERIMDNTO No DE RE AFM1 AFM1 EFICIENCIA
PETICIONES ADICTIONADA RECUPERADA %
Lkg/Lt pg/le
CONTROL 15 0 0 -
1 5 19.3 8.0 40.3
2 5 19.8 9.4 47.5

46
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Considerando, que al efectuar este trabajo en México no
existia ninglin grupo trabajande con aflatoxina M1 , los logros
obtenidos en la eficiencia de los métodos pueden ser considerados
aceptables para ser usados como un punto de referencia en la

deteccibdn de aflatoxina M1, en leche en nuestro pais.

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

aflatoxina Bl en la dieta.

Como se describid en material y métodos se uilzilizd en este
experimento una vaca de 550 X en estado de gestacidén de 4.5 meses
se alimentd durante tres dias con maiz contaminado de AFBL 1525 uqg
totales.

Como se puede observar la leche producida por li vaca antes de
la ingestidn del maiz con AFB1l, no presentd AFM1 (cuadro 10).

La primera ingesta de maiz contaminado fué por la tarde y 1la

toma de la primera muestra a la mafana siguiente {(cuadro 10)

aproximadamente a las 12 h, estos datos son similares a los
reportados por 1la literatura (9,16,18,97).
También se observd que el porcentaje de conversidn de AFBL a

AFM1 en la vaca fué de 3.22 %, resultados que igualmente concuerdan

por los descritos por Applebaum (1982) (4,70,81).
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CUADRO 10

CONVERSION DE AFBL1 A AFM1 PCR UNA VACA ALIMENTADA CON MAIZ
NATURALMENTE CONTAMINADO.

CONCENTRAC;@N No DE TCOMA DE LECHE AFM1 PORCENTAJE
AFBY EN MAIZ MUESTRA MUESTRA PRODUCLIDA EXCRETADA DE CONVERSICON
g / K hr L/ORDEN2 Lg/L
0 0 0 b1 - 0
59.0 0 basal 6 - 0]
98.3 1 12 8.2 1.36
2 24 4.5 2.11
150.0 3 36 8 1.08
4 43 5.5 1.24
0 a 6 8 1.24
o ) 72 1.06
0 7 84 8.25 0.54
0 8 36 5.25 0.48
0 9 103 9 0.5
0 10 1z¢ 5.75 c.0
307 9.91 3.22
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En la leche producida durante 1las primeras 24 horas del
experimento la cantidad de AFM1 detectada fué mayor que el resto
asi como su porcentaje de conversién como se observa en la figura
1, la cantidad de AFM1 fué disminuyendo aun cuando la vaca consumid
AFBl, dos dias mas. Este comportamiento en el porcentaje de

[~

conversién se puede deber: a) que se activé su sistema de

excrecidn. b) después posiblemente se saturd vy se excretd a

velocidades normales del organismo.

La minima cantidad de AFM1 detectada en este experimento fué
0.48% pg/l a las 96 h cantidad menor a la permitida por la Food
Drug Adminstration 0.5 ppb. Esto significa que el método de Roberts
y Allcroft modificado es adecuado para la deteccidn de Aflatoxina
M1 en leche fluida y permite detectar valores por debajo del nivel

méximo permitido para productos lacteos, por el cobierno de los

EUA.

Como se sabe, la produccidn de leche en 1los establos

regularmente es almacenada enfriada y mezclada (las 2  ordenas,

mahana y tarde) antes de salir a la venta. Se considerd necesario

determinar si la leche contaminada con AFM1 podria sufrir un efecto

de dilucidén al ser mezclada con leche no contaminada. Para é&llo se

midié el efecto de dilucién mezclando leche contaminada 2.11 ug/l

de AFM1 con no contaminada en una relacién 1:1, 1:2 y 1:3.

Al realizar los andlisis correspondientes, no se detectd

AFM1. Esto puede deberse a gque la cantidad de aflatoxina M1

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

leche no contaminada (cuadro 11). Por lo cual la dilucidén podria
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ser una forma de aprobechar la leche que presentara contaminacidn
con aflatoxina M1 en niveles que respondieran a la dilucién para
manejar niveles no riesgosos. FEsta practica de dilucidén ha sido
recomendada para granos y semillas (1,27,39,42,48,) con el fin de

diluir los niveles de AFBLl.

Tercera etapa

3.-DETECCION DE AFLATOXINA M1 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 determindé AFM1 en ninguna de las 492
andlisis realizados a las muestras (cuadro 10 )

La explicacién que se puede dar al respecto es:
a) niveles de AFMl no ingeridos
b)

suponiendo que las vacas ingirieron AFBl no se excretd como

AFM1 en niveles detectables por el método agui probado en

leche

C) la leche con baja cantidad de aflatoxina M1 sufrid un efecto

de dilucidén y el nivel no fué detectable



CUADRO 11

EFECTO DE DILUCION SOBRE LA CONCENTRACION DE AFLATOXINA M1 EN LECHE

LECHE CONTAMINADA LECHE NO CONTAMINADA DILUCION CONCENTRACION
AFML
volumen AFM1 volunern vol/vol detectada
mi ug/l ml Lg/50ml
250 2.11 250 1:1 c.0
250 2.11 500 1:2 0.0

52



53
CONCLUSIONES

Primera etapa

1.- 8eleccidn de un método para deteccidn de aflatoxina M1 en

leche.

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 versidn original
dos dieron menos problemas en su ejecucidn:
El método de la AOAC para leche en polvo y el de
Roberts vy Allcroft para leche fluida.

1.3.- Ambos métodos requirieron ser modificados para su
adaptacién al laboratorio.

1.4.-

El maximo porcentaje de recuperacidén obtenido con el
método de 1la AOAC modificado fué de 20 y 25 %, en

leche en polvo.

Segunda etapa
2.~ Cconfirmacién de la eficiencia y reproductibilidad del método
seleccionado para leche fluida ( Roberts y Allcroft).
2.1.- En leche fluida contaminada experimentalmznte
2.1.1.~ E1l maximo porcentaje de recuperacidn con el

método de Roberts y Allcroft modificado fue de 50.7 %,

en leche fluida.
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2.1.2.- Este método permitié detectar hasta 0.48u/l
dichos niveles se encuentran por debajo del maximo

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

2.2.- En leche fluida excretada por una vaca la cual consumiéd
aflatoxina Bl en la dieta
2.2.1.~ Después de doce horas {primera muestra tomada) de
haber consumido AFB1 la vaca, se excretd en la leche
como AFM1.

2.2.2.- La media del porcentaje de conversién de AFB1l a

AFM1 en la vaca fue de 3.22%.

Tercera etapa

3.- DETECCION DE AFLATOXINA M1 EN LECHE DE GANADO BOVINO

EN EL ESTADO DE GUANAJUATO.

3.1- FEn las 92 nuestras colectadas en el estado de

Guanajuato, no se detectd AFM1.

Con este trabajo se inicid el estudio de la aflatoxina M1 en
leche, los resultados aunque alentadores ilustran la necesidad de
continuar con estos estudios para poder derivar la informacidn

necesaria sobre este tema y conocer el riesgo potencial de las

aflatoxinas en México.
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REBUMEN
De las micotoxinas hasta ahora reportadas, las aflatoxinas son
las que mas se han estudiado debido a que éstas conforman un grupo
de compuestos carcinogénicos muy potentes. La aflatoxina Bl (AFB1),
se puede encontrar en granos basicos o alimentos destinados al
consumo humano y animal, su produccién puede ocurrir en el campo

yY/0o postcosecha.

Cuando la AFBl es ingerida por mamiferos es biotransformada y
excretada como aflatoxina M1 (AFM1) en leche.

Aungque la aflatoxina AIM1l, es menos tdxica que la AFB1,también
representa un riesgo potencial para la salud publica.

Existen referencias de diversos paises sobre incidencia de
AFM1 en leche, quesos y yogurth, en México se desconoce la magnitud
del problema.

Con estas bases se realizd un estudio para detectar aflatoxina
M1 en leche de ganado bovino. Este trabajo se llevd acabo en el
CINVESTAV IPN, Unidad Irapuato. Se inicid con la seleccidén de un
método para detectar aflatoxina M1 en leche, se evaluaron 5
métodos: 1) .- Tyczkowska (84), 2).- Dominguez (17), 3).- AOAC (37),
4) .- IART ({6), 5).- Roberts y allcroft (26). El de Roberts vy
Allcroft ofrecio mejores ventajas, éste método se modificd y se
daptdé a las condiciones del laboratorio obteniéndose una
eficiencia de deteccién de 50.7 %.

El nivel de deteccidn del mencionado método fue de 0.48 ug/l,

valor inferior al 1limite maximo permitide por 1la TFood Drug

‘Administration, FDA (0.5 ug/l).
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Los resultados sobre deteccidn de AFM1 en leche producida en

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

ninguna presentd aflatoxina M1 en los niveles de deteccidn del

método.

La ausencia de AFM1 puede interpretarse de la siguiente

manera:

a).—~ que la cantidad de AFM1 que estaba presente es tan baja

que escapd® a la sensibilidad de éste método.

b) .- gque el alimento consumido por las vacas no estaba

contaminade con AFBI1.

Con este trabajo se inicid el estudio de la aflatoxina M1l en

leche, los resultados aunque alentadores ilustran la necesidad de

continuar con estos estudios para poder derivar la informacién

lecesaria sobre este tema y conocer el riesgo potencial de las

aflatoxinas en México.
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APENDICE

PRODUCCION DE LECHE Y TIPO DE ALIMENTACION UTILIZADA EN LAS
DIFERENTES GRANJAS MUESTREADAS.

PRODUCCION
(litros/dia)

ACEMRBARO

Scto

resa de Solis

Guadaliupe

Portezuelo

210

50

30

185

150

alfaifa, trébol y con-
centrado comercial pa-
ra vacas lecheras.

{ (c.c.v.1l.}}

alfalfa, avena, maiz,
sorgo molido, rastrojo
verde y {(c.c.v.l.)

2 Xilos/vaca/dia.
{Kg/v/d)

alfalfa, rastrojo de
maiz, avena y conce-
trade 2 Kg/v/d.

3lfalfa, avena, pata de
sorgo, sorgo molido vy
salvado.

72



SZN MIGUEL ALLENDE

Los Fresnes

Hacienda Nueva.

Santa Recsa

Santa Cruz

El Fraile

2

13 8

[N ]

50

00

Q
O

alfalfa, rastrojo de
maiz, sorgo molido y
(c.c.v.1l.) 2 Kg/v/d
(a veces)

alfalfa, avena, naiz
molido y rastrojo de
maiz.

alfaifa, avena, rastro-

io de maiz y (c.c.v.1l.)

alfalfa picada y secada 48 h
al sol, alfalfa deshi-
dratada, avena, trigo,
cebada,semilla de algoddn
desperdicios de Kellog's (*)
(c.c.v.1l.) 10.5 (Kg/v/4).

£ o _de maliz y

1
3 Kg/v/d

2lfaifa, si
(c.c.v.1l.)
alfalfa fresca, avena,
nopal v maiz molido cada

3 dias.
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DOLORES

EIDRLGO

Santa Teresita

San Jeosé de Jesus

Teposanes

San Margarito

Los Rodriguesz

31 Be Mar:zo

San Pablito

300

40

80

300

50

60

60

25

40

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

alfalfa y avena.

alfalfa, avena, rastrojo

de maiz v sorgo.

alfalifa, silpg de maiz,
avena y (c.c.v.l.) eKg/v/4d

alfalfa, avena y con-
centrado 3 Kg/v/4d.

stroio de
a

maiz molido.

£

Yy

fa, rastrojo de
b4

alfalfa vy rastrcjo de
maiz

alfalfa, mafiz molido
con pasta de coco ¥
avena

b

zanahoria, silo de maiz
rye grass.
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IRAPUATO

Exhacienda la

Los Lupes

Jesds Maria

v

n

zguez

£l Tangue

Cerritc de
San Pablc

San Isidro

San Vicente

17

40

20

25

40

1
]

2000

75

sorgo v maiz molido

avena,_maiz molido y
rastrojo

alfalfa, avena y ras-
trojo.

alfalfa y rastrojo de
maiz

alfalfa, rastroio de
malz y avena

alfalfa y rastrojo de maiz.

alfalfa picada, rye grass
azul de kentuky, pata dJde
sorgo, {c.c.v.1l.) 2.5 Rg/v/d

pracdera artificial con 3 pas
cs, 3 tréboles y (c.c.v.1l.)
1 Kg por cada 3 1 de leche

producida

ailfalfa deshidratada, pa-
ta de sorgo, rastroljo de



El Progreso

Saurda

San Miguelito

El Milagro

Munguia

1500

3000

1560

300

maiz , sorgo, alfalfa, se-
milla de algoddn, hari-

na de soya, desperdicio

de panaderia.

pradera artificial, alfal-

fa, sorgo, salvado, harinoli-
na, germen de maiz, pasta de
coco, desperdicioc de Rellogg's

(c.c.v.l.)y 1 k/21it de leche

alfalfa deshidratada,ra-
trojo de maiz y sorgo y
{(c.c.v.l.}) 3 k/1 de leche

alfalfa, sorgo, maiz amari-
lip, rye grass, melaza y
fc.c.v.l.}) 6 Rg/v/d

alfalfa deshidratada,ma-
iz amarillo y (c.c.v.l.)
12 Kg/v/d

alfalfa, rastrojo de maiz y
(c.c.v.1l.).
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Rancho la Cruz 850
Santa Maria de 1200
Guadalupe

Ranche vaciado
de San Antonio 1300

Hacienda de hoconrnoxtle 80

Santa Rcsa 25

Santos Guerra 50

77

alfalifa deshidratadza,socr-
go, maiz melido vy (c.c.v.l.)
8 k/v/d.

alfalfa deshidratada
silo de maiz, avena y

(c.c.v.1l.) § Kg/v/d

alfalfa deshidratada, si-

lo de maiz vy (c.c.v.l.)

a base de salvado de trigo
semilla de algoddn, pasta de
de soya, Sorgo melaza vy
harina de sangre.

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

alfalfa, maiz, sorgo, reas-
trojo molido, pata de trigo
sunlemento para cerdos vy
ganado.

Alfalfa Deshidratada, ras-
trojo de maiz y sorgo,

silo de maiz y (c.c.v.l.)

2 Kg/v/d.




Plan de Avala

Carretera
a Santa Rosa

Frovidencia

San Peadrito

Guadalupe

30

70

21060

1600

7500

alfalfa fresca, mazorca molida
Yy sorgo molido.

alfalfa deshidratada, silo de
maiz, paja de cebada y
(c.c.v.l.) a base de sorgo ce-
bada, melaza , harina de pluma
Yy sahgre.

alfalfa, silec de maiz vy
{c.c.v.1l.)

alfalfa, silc de maiz y
{c.c.v.1.) a base de sorgo,
harina de sangre, gluten de
maiz, grano seco de
cerveceria céscara de scya,
cemills de algodén y nmelaza.

rastrojo de maiz y alfalfa
deshidratada.

alfalfa deshidratada, =ilo de
mafiz, (c.c.v.l1l.) 3 k/1 de

leche producida, a base de
granc seco de cerveceria,
harina de carne, semilla de
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Capricho

Cementos

Carretera a Santa
Rosa.

4

000

1000

[}

i50

e
Q
Q

150

algoddn, desperdicios,
citricecs y harina de pollio.

alfaifa,

avena,

silo de maiz

sorgo, rye grass,
1l Xg/2 1 de leche a bzse de
grano seco de cerveceria,

{(c.c.v.1l.)

sorgo, serilla de algoddn,

gluten de maiz,

céscara de

soya, salvado de trigo vy
harina de sangre.

zlfalfa,

rastrejo
scrgo , paja y (c.

rastrojo de maiz,
fresca y {c.c.v.1l.).

aifaifa

alfalfa,
grass,

de maliz o
c.v.1l.).

sorgo,

silo de maiz

fc.c.v.l.)

leche a base sorgo,
cascara de soya,gra-

anarillo,
no seco de cerveceria,semilla

,ray

1k/21 Qe

de a2jcoddn vy melaza.

aifaifa,

fresca vy

maiz

O
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PENIAMO

La

El

M. de Aguilar

M. de aguillar

M. de Aguilar

M. de Acuilar

W

Estrella

Chifiido

300

100

150

20

890

alfaifa deshidratada, pata de
sorgo , (c.c.v.l.) 1lkg/21l de
leche.

pata de sorgo, alfalfa fresca
harina de sorgo, cafia fresca
de maiz y (c.c.v.l.}.

alfalfa deshidratada, sorgo
molido , pata de sorgo y
(c.c.v.1l.).

alfalfa deshidratada,rastrojo
de maiz, pata de sorgo y
{c.c.v.1l.).

rastrojo de maiz, sorgo vy
trigo, alfalfa deshidratada,
malz y sorgo molido rmés
{c.c.v.1l.).

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

alfalfa y rastrojo



La

La

La

SaAN FELIPE

Troia

Troja

Trinidad
Trinidad

compro en
callie

Guadalupe

La

Franca

10

10

15
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alfalfa deshidratada, rastrojo
de maiz , sorgo o trigo y_maiz

rastrojo de maiz y pata de
sorgo.

alfalfa y rastrojo de maiz

cebada y pata de sorgo

alfalfa, avena silo de maiz vy
(c.c.v.1l.}) 1lKg/v/d a base de
semilla de algoddn,cascarrilila
ée scya , sorgo , desperdicio
ge y Relliogg's ¥y meiazZa.

alfalfa semi- achicalada, ray
grass, silo de maiz concentra-



Las Vacas

0jo de Acgua 4600
San José 600
San Martin 2800
Santa Cecllisz 4000
Rarrocso £000

Estacién
Chirimoya

AN
wm
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do , 1l1Kg/v/d a base de harina
de sangre de pluma sorgo, se-
milla de algoddn, maizoro y
nelaza.

alfalifa v silo de malz

alfalfa, avena silo de maiz,
(c.c.v.1l.) 2Kg/v

alfalfa deshidratada 10Kg/v/d
silc de maiz 13Kg/v/d, ray
grass frescc 10Kg/v/d
(c.c.v.1l.) 6Kg

alfalfa, avena, (c.c.v.l.)
dRg/v/4

alfalfa, avena, silo de maiz ,
rye grass (c.c.v.l.) 7Kg/v/d a
base de sorgo, harina de san-
gre, harina de carne , pcllo,
cascarilla de soya

alfalifa,_silo de maiz,ray
grass fresco, (c.c.v.l.;

EKg/v/4A

A1)
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S2N LUIS DE

LA PAZ

San Isidro

San Rafael

de Fatima

San Pablo

Tepetate

Tepetate

La Laguna

Don Luis

El Trébol

Coecille

12

10

1040

200

100

400

rastrojo ce maiz, cebada y
guelite.

ailfalfa, racguey, rastrojo de
maiz y nopal chamuscado.

alfalfa 10Kg/v/d4, salvado,
(c.c.v.1l.} BKg/v/d

alfaifa, (c.c.v.l.)

alfaifa fresca

alfalfa fresca

aifa, avena, rastrojc de
z

alfalfa fresca, avena, rye
grass y maiz moliido

aifalfa,siio de maiz, &vena,
pata de scrgoc y (c.c.v.l.).

B3



El 13 3200
I.cs Alamos 300
Centro de 11 000 totales
acopio 5 600

Liconsa (Medranos)

Fojas novas 7500

Feva 3500

alfalfa verde, zanahoria,
repollo, papas lechuga,_silo
de maiz, f{c.c.v.1l.) a base
alfalfa,maiz,salvado, hari-
nolina

alfalfa, rastrojo de maiz y
(c.c.v.1l.).

a la hora de muestrear

alfalfa deshidratada, silo de
maiz {(c.c.v.1l.) 12 Kg/v/d a
base de scrgo semilla de al-

s
goddn, harina de sangre y
galac 1X¥g/v/d

aifalfa, silo de maiz, concen-
tradec 7 Kg/v/d a base de
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B85

harina de pollo, gemilla de
algoddén y pasta de sova.

Puerto Rico 4000 alfaifa, (c.c.v.l.) 8Kg/v/d a
tase de harina de sangre,
sorgo semilla de algeddn ,
gluten de maiz, harinolina
Yy melaza.




