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RESUMEN

Este estudio se desarrollo con el fin de demostrar y cuantificar si existe o no
la presencia de aflatoxina M1 en leche fresca producida en el Valle del cauca
(Colombia). Con este fin se recolectaron 8 muestras de 5 hatos diferentes
correspondientes a distintas regiones del valle del cauca, la determinacion y
cuantificacion de la aflatoxina M1 se realizo por medio de la técnica de Elisa
competitivo (RIDASCREEN Aflatoxin M130/15). De las 40 muestras
analizadas el 20% sobrepaso la concentracion maxima de aflatoxina M1
reglamentada por la unidn europea, pero no sobrepaso los parametros
establecidos por la FAO. Los valores medios de la concentracion para este
estudio fueron de 15,6 ppt. Se asocio la contaminacién de la leche con
aflatoxina M1 al tipo de alimento suministrado a las vacas lecheras ya que los
productores que contenian niveles altos o apreciativos de aflatoxina M1
estaban alimentado su ganado con concentrado y pienso, por tanto se
especula que este alimento estaba contaminado con altas concentraciones

de aflatoxina B1 desencadenando la contaminacion.



1. INTRODUCCION

Las micotoxinas son metabolitos secundarios fungicos que se asocian a
ciertas enfermedades en animales y seres humanos. La toxicidad producida
en animales es tan diversa como las especies fungicas que producen estos
compuestos. Ademas de ser compuestos muy téxicos, algunas micotoxinas
se relacionan con ciertos tipos de cancer (cancer hepatico) y otras
enfermedades, este aspecto es el que ha llevado a evocar a la seguridad

alimentaria para tomar precauciones sobre los alimentos.

La contaminacion de alimentos por esta aflatoxina es continuamente
controlada a nivel mundial, sin embargo muy poca informacion es
desarrollada en Colombia, tal vez por la falta de interés en el tema, ya que no
existen mecanismos de vigilancia y control que regulen las concentraciones

de micotoxinas en los alimentos destinados para humanos y animales.

La leche es uno de los alimentos producidos por la naturaleza para funcionar
exclusivamente como fuente nutritiva. Por este motivo es fundamental que
esta no represente un riesgo para la salud humana, puesto que constituye
una fuente nutritiva no superada por ningun otro alimento conocido por el ser
humano. De alli radica la importancia de asegurar la ausencia de micotoxinas
en la leche puesto que esta es fundamental en la alimentaciéon Colombiana y
es de obligatoriedad del estado asegurar la buena calidad de la leche en

todos los sectores de la poblacién.

Para realizar este estudio se escogieron 5 proveedores de leche fresca
ubicados en la zona del Valle del Cauca (Colombia), esta investigacién se
hizo con el propésito de identificar y presenciar la aflatoxina M1 por medio de

la técnica de ELISA la cual cuantifica y detecta los niveles de esta, con el

16



objetivo de reportar su incidencia en la leche consumida por los habitantes

de la zona.
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2. MARCO TEORICO

2.1 LAS MICOTOXINAS: CONCEPTO Y ORIGEN

El hombre conoce los hongos que crecen en los alimentos desde la
antigiedad, y los han utilizado en su propio beneficio como alimento directo,
para mejorar alimentos y especialmente con fines terapéuticos (antibiéticos)
(Carrillo, 2003).

Existen hongos benéficos que tienen funciones importantes en diferentes
sistemas, como la produccion de queso, antibidticos, vitaminas, enzimas y
glicerol. Sin embargo, al ser los hongos microorganismos ubicuos en la
naturaleza y crecer en todos los tipos de materia organica, se encuentran
frecuentemente como contaminantes en productos alimenticios, causando
perdida de alimentos siendo quiza el agente deteriorante mas comun de todo
tipo de alimentos dada su capacidad invasiva y su gran resistencia, estos
hongos contaminantes pueden producir sustancias quimicas con caracter
téxico conocidas como micotoxinas. (Jarvis Y Williams, 1987; Ellis et al.,
1991).

Las micotoxinas son metabolitos fungicos secundarios producidos por
algunas cepas de hongos, solo unas pocas especies de hongos son capaces
de sintetizar micotoxinas e incluso dentro de una misma especie de hongo
solo ciertas cepas tienen esta capacidad. El termino micotoxinas proviene de
dos palabras griegas: “mykes” que significa hongo y “toxicum” que significa

veneno (Céspedes, 1997).

Las micotoxinas son compuestos quimicos de bajo peso molecular,

policeténicos que tienen lugar cuando en determinadas condiciones fisicas,
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quimicas y bioldgicas se interrumpe la reduccion de los grupos cetonicos en
la biosintesis de los acidos grasos realizada por los hongos. Estos acidos
grasos son metabolitos primarios utilizados por los hongos como fuente de
energia. Las micotoxinas se suelen formar al final de la fase exponencial o al
principio de la fase estacionaria del crecimiento de los hongos toxicogénicos
(Gimeno & Martins, 2003; Céspedes, 1997).

Se conocen actualmente entre 300 y 400 clases de micotoxinas, aquellas
que son mas importantes por su ocurrencia y toxicidad son: Aflatoxinas (AF),
Ocratoxina A (OTA), Citrinina (CIT), Deoxinivalenol (DON), Zearalenona
(ZEA), Toxina T2 (T2) etc. (Periaca et al., 1999).

Las aflatoxina son las micotoxinas mas estudiadas y de mayor importancia ya
que constituyen una importante preocupacion en salud humana debido a que
son reconocidas como carcindgenos y juegan un importante papel en la elevada

incidencia de carcinoma hepatocelular humana en ciertas areas del mundo.

2.2 LAS AFLATOXINAS: GENERALIDADES.

Se conocen mas de una veintena de aflatoxinas (AF) distintas pero
relacionadas estructuralmente. Estas toxinas son producidas por el
metabolismo  secundario de los hongos aflatoxigénicos como de las
transformaciones que sufren estos compuestos al ser ingeridos y

metabolizados por los animales.

Sin embargo, la mayor parte de los estudios realizados sobre estas
micotoxinas, desde su descubrimiento hasta la actualidad, se han referido
fundamentalmente a las aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1 y M2. Las aflatoxinas

pueden encontrarse en numerosos tipos de alimentos y en proporciones

19



variables; si bien la AF B1 aparece de forma general en mayor cantidad que
las otras, y es aquella micotoxina la que presenta un poder toxico mas alto
(Afanador 1997).

2.2.1 Estructura. La estructura quimica de las aflatoxinas B1 y G1, esta constituida por
la fusion de un nucleo cumarinico y otro bifurano a los que se afiaden una pentanona
en el caso de la AF B1 y un anillo ciclohexanoico en la AF G1. La AF B2 y AF G2 son
dihidroderivados de la AF B1 y AF G1 respectivamente.

La mayoria de las restantes aflatoxinas descritas proceden también de la
hidroxilacion en diferentes puntos de la estructura molecular de las cuatro
aflatoxinas principales. Tal es el caso de la AF M1 y de la AF M2, derivados
4-hidroxilados de la AF B1 y AF B2 respectivamente (Figura 1.)

La parte mas reactiva de la estructura de las aflatoxinas es el anillo lacténico.
Por otro lado, la existencia de un nucleo bifurano confiere a las moléculas de
aflatoxina una gran rigidez, lo que favorece la interacciéon con algunos

componentes celulares (Palmgren y Hayes, 1987).

[+ 3 o ]
e A A
s T
I L1 X.
l‘-'I L
,“’\-\-x;. !\:!/-]\“]

Figura 1: Estructura quimica de las principales aflatoxinas (Palmgren vy
Hayes, 1987).
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2.3 AFLATOXINA M,

2.3.1 Aspectos generales. La AF M1 es el primer producto conocido
procedente de la metabolizacion de las aflatoxinas y es excretada en la
leche de las hembras de mamiferos que consumen AF B1 en la dieta
(aflatoxinas M, del ingles milk, leche). Debido a esto, es muy importante el
control sanitario de los animales productores de carne y de leche. (Herrera,
1998).

Entre 1962 y 1963, se descubrié que vacas alimentadas con harina de
cacahuete contaminada con AF B1 secretaban en la leche un factor toxico,
con efecto similar al de la aflatoxina ingerida en analisis empleando patos de
un dia. En estudios posteriores se comprob6 que tanto la AF M1 como la AF
M2 se podian aislar de la leche, orina, higado y rindn de varias especies de
animales, incluido el hombre, asi como de maiz y cacahuetes contaminados

por hongos (Allcroft et al., 1966)

Las aflatoxinas M4 y M, son metabolitos oxidativos de las aflatoxinas B4 y B>
producidos por los animales tras la ingestién de estas, aparecen en la leche
materna (tanto animal como humana), la orina y las heces (Periaca et al.,
1999).

Aflatoxina B1 Aflatoxina M1

Figura 2: Biotransformacion de la aflatoxina B1en M4 (FAO 2001).
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La estructura quimica de aflatoxina My es el derivado 4-hidroxi de la
aflatoxina B1 (figura 2). La aflatoxina M1 tiene una masa molecular relativa
de 328 Da y su formula molecular es C47H1207 (ver figura N° 1) (FAO 2001).
Por otro lado, la existencia de un nucleo bifurano confiere a las moléculas de
aflatoxina una gran rigidez, lo que favorece la interaccion con algunos

componentes celulares (OMS, 1983).

En vacas lecheras, el paso de aflatoxina By a la leche en forma de
aflatoxina M4 esta relacionado de manera lineal con la produccion de
leche y se calcula que el porcentaje de aflatoxina B4 de la dieta
excretada en la leche en forma de aflatoxina My corresponde al 0,09% -

2% de la dosis consumida.

Tanto la aflatoxina By como la aflatoxina M4 son compuestos hepatotéxicos y
carcinogénicos y sus efectos sobre la salud publica constituyen una
permanente preocupacion. La presencia de aflatoxina My ha sido reportada
en la leche materna y su deteccion es considerada como un biomarcador de

exposicion a la aflatoxina B4 (FAO 2001).

2.3.2 Actividad biolégica. Las aflatoxinas han sido consideradas
responsables de intoxicaciones en animales por consumo de alimentos
contaminados desde los afos sesenta aunque hay algunas evidencias que
sugieren la intervencion de estas micotoxinas en procesos de intoxicacion

registrados antes de esas fechas.

La importancia de las aflatoxinas reside en sus efectos nocivos para la salud
de los animales y del hombre ya que se trata de sustancias que pueden
actuar como agentes toxicos, carcinogénicos, teratogénicos, mutagénicos e

inmunosupresores (Afanador 1997).
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Estos efectos producidos se conocen como micotoxicosis, cuya gravedad
depende de la toxicidad de la micotoxina, del grado de exposicion, de la edad
y del estado nutricional del individuo, y de los posibles efectos sinérgicos de

otros agentes quimicos a los que este expuesto (Wogan, 1992).

El principal érgano diana de los efectos toxicos y carcinégenos es el higado. La
evaluacion de los resultados epidemioldgicos y de laboratorio llevados a cabo
en 1987 por el Centro Internacional de Investigacién sobre el Cancer (CIIC)
determino que existe suficientes datos demostrativos del efecto carcinégeno del
Grupo 1, salvo en el caso de la aflatoxina M4, que se considera posiblemente
carcinogénica para el hombre (Grupo 2B) (Periaca et al., 1999).

Las propiedades carcinogénicas de las aflatoxinas (siempre refiriéndonos en
mayor medida a la AF B1) se han caracterizado en la mayoria de los
sistemas biolégicos, comprobandose que el consumo de dietas
contaminadas de forma natural o la administracion de las aflatoxinas por
distintas vias inducia la aparicién de tumores hepaticos en la mayoria de los

animales (peces, aves, roedores, carnivoros y primates).

La exposicion a las micotoxinas se produce sobre todo por ingestion, pero
también se produce por la inhalacién y por contacto cutdaneo. A menudo los
profesionales de la medicina no reconocen la micotoxicosis, salvo cuando

afectan a un gran numero de personas (Herrera, 1998).

2.3.3 La micotoxicosis. En la micotoxicosis la cantidad del hongo
consumida es minima si se comparan con otros toxicos, por lo que el
trastorno en el hombre o en los animales es causado casi exclusivamente por
la toxina liberada en el sustrato utilizado como alimento (Herrera, 1998). La

micotoxicosis puede inducir una de las siguientes formas de intoxicacion:
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Micotoxicosis primarias agudas: Se producen cuando se consumen
concentraciones de altas a moderadas de micotoxinas y causan
manifestaciones especificas tales como sindrome de enfermedad aguda o

muerte.

* Micotoxicosis primarias cronicas: Derivadas de la ingesta de niveles de
micotoxinas bajos a moderados y son causantes de enfermedades crénicas

especificas.

» Micotoxicosis indirectas: Producidas por la ingesta de concentraciones de
micotoxinas muy bajas y suelen causar un aumento de la susceptibilidad a

otras enfermedades e infecciones (Placinta et al., 1999).

Los principales efectos de la micotoxicosis son las siguientes:

e Producen principalmente en el higado hepatoxicosis, necrosis

periportal, hemorragias y muerte del animal.

La Sintomatologia del dafio hepatico seria:

Inapetencia
Diarrea
Indigestidn
Deshidratacion
Debilidad

e Riesgos cancerigenos: Pueden desarrollarse tumores cancerosos o
hepatocarcinomas. Se han realizado numerosos trabajos cientificos
con las micotoxinas que a pesar de las dificultades que entrafia la

evaluacion de este riesgo, demuestran la relacidén existente entre el
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consumo de algunas de las micotoxinas y determinados tipos de
cancer (Allen, 2007).

¢ Inmunotoxicidad: El impacto de las micotoxinas sobre el sistema

inmunitario es importante por varias razones:

- Las micotoxinas pueden producir en los animales una disminucion de
defensas y aumentar la susceptibilidad a determinadas infecciones,

como Candida, Listeria, Salmonella y Mycobacterium.

- ElI aumento de infecciones en el animal puede conllevar a la
transmision de patégenos al hombre, como es el caso de la

Salmonella y la Listeria.

- En el hombre, la ingestion de micotoxinas contribuye igualmente a una

disminucion de las defensas (wogan, 1992).

2.3.4 Mecanismos de accion de las aflatoxinas en el sistema
inmune. El mecanismo de accion de las micotoxinas sobre el sistema
inmunitario es diferente, dependiendo de la toxina en cuestion. Asi, la
aflatoxina B1, provoca una hipoplasia del timo y una deplecion de los

timocitos.

La inmunosupresion se manifiesta de diversas formas, como una
disminucion de los linfocitos T 6 B, una supresion de los anticuerpos o un
retraso en la actividad de los macréfagos/neutréfilos, también puede
disminuir la actividad del complemento. La dosis diaria minima de
aflatoxina B1 que induce inmunosupresion es de 0.25 mg/kg de peso vivo
(Carrillo, 2003).
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2.3.5 Otros efectos patolégicos

e Sobre el metabolismo
Las micotoxinas pueden actuar sobre el metabolismo de los glucidos, vy
producen alteraciones en este metabolismo.

e Sobre determinados 6rganos diana
Estos suelen ser el SNC, sistema gastrointestinal, higado, rindn y piel.
(Carillo, 2003)

2.3.6 Dosis de aflatoxina: Mortalidad. Del elevado numero de micotoxinas,
las aflatoxinas son las mas estudiadas. Producidas esencialmente por
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, se conocen hasta el momento 18
variedades de aflatoxinas. Los datos relativos a la toxicidad de las mas
nocivas se reflejan en la siguiente (tabla 1), en orden decreciente de
toxicidad (Carrillo, 2003).

Hay que tener en cuenta ademas las posibles interrelaciones que hay entre
las micotoxinas y su efecto sobre la salud, ya que estas pueden ser
sinérgicas, aditivas, antagonicas y potenciales. Se considera que las
aflatoxinas son las sustancias cancerigenas mas activas que se conocen.
(Herrera 1998; Carrillo, 2003)

En el hombre no se tienen suficientes datos directos de los efectos de las aflatoxinas
debido a la dificultad para exponerlo en forma experimental al riesgo de ingerir
alimentos que contengan la sustancia toxica. No obstante se ha comprobado que en
los paises donde se acostumbra consumir alimentos enmohecidos, en muchos de los
cuales se ha registrado la presencia de aflatoxinas, la incidencia de cancer de higado
es muy alta. Esto sucede, por ejemplo en algunas regiones de Africa, de la India y del

sudeste de Asia, entre otros (Herrera, 1998).
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Tabla 1. Dosis minimas nocivas para diferentes aflatoxinas.

AFLATOXINA LD50 mg/kg peso vivo
M1
(Derivado metabdlico de la B1 en algunos 0.320

animales, principalmente vacas)

B1 0.364
G1 0.784
M2
(Derivado metabdlico de la B2 en algunos 1 208
animales)
B2 1.696
G2 3.450

Fuente: Carrillo, 2003.

2.3.7 Metabolismo: Transformacion y efecto de las aflatoxinas. El
metabolismo desempefia un papel muy importante en el modo de accion de
las aflatoxinas. Se conoce desde hace tiempo que las aflatoxinas ingeridas
son activadas por las enzimas del sistema oxidativo microsomal, primero en
el higado y probablemente después también en otros 6rganos (Chu, 1991).
La actividad de la enzima, citocromo P 450 CYP1A2" desempena un papel
relevante en la metabolizacion de la aflatoxina B1 ocasiona una

transformacion en la aflatoxina M1 (Biendl, 2004).

Aunque este sistema enzimatico es capaz de detoxificar una gran variedad
de compuestos mediante reacciones de hidroxilacion y favorecer asi su
excrecion posterior, algunas sustancias se convierten en mas reactivas, mas
electrofilicas y son capaces de unirse a distintas macromoléculas alterando
sus funciones (Wogan, 1992); (Chu, 1991). Este es el caso de la AF B1, que

requiere una activacion para producir mutaciones. La ruta de activacion es la
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conversion de AFB1 en el metabolito electrofilico AFB1-8,9-epdxido
(anteriormente denominado AFB1-2,3 epoxido) (Urrego et al., 2006).

La formacién del epdxido requiere la presencia de un doble enlace entre los
carbonos C8-C9, por esta razén las aflatoxinas B2 y G2 son practicamente
atoxicas en comparacion con las aflatoxinas B1 y G1. La AFM1, presenta el

doble enlace entre los carbonos C8 y C9.

El fendmeno de mutagenicidad puede explicarse mediante la formacion de
un compuesto estable por la unién covalente con el nitrégeno N-7 de los
residuos guanil del DNA (o RNA) mediante la induccién de depurinaciéon y
escision de la hebra lo que puede inducir mutacion en células somaticas.
Esta formacion de ligandos o aductos persistentes se lleva a cabo en
regiones del DNA ricas en guanina. En el proceso de replicacion del DNA, el
complejo formado se intercala causando mutacion: la guanina sufre
transversién a timina; esto ocurre en el codon 249 del gen p53 (este gen esta
implicado como punto de chequeo durante la sintesis y reparacion del DNA.
Si el dafio no se repara, esta misma proteina induce apoptosis) (Urrego et al.,
2006).

Después de la formacion de la AFB1-epoxido pueden formase dihidrodioles
(8,9-dihidro-8,9-dihidroxi-aflatoxina B1) metabolitos de la AFB1 que se unen
a proteinas celulares mediante la formacion de bases de Schiff induciendo
dafo celular y eventualmente muerte celular; es importante resaltar que la
AFB1-epdxido puede también formar aductos con los residuos de lisina de la
albumina y otras proteinas celulares. Cerca del 5 por ciento de la dosis

ingerida de AFB1 se une a la albumina (Urrego et al., 2006).

La AFB1-epdxido puede también reaccionar con glutation mediante un

mecanismo mediado por una glutatién-S-transferasa; esta conjugacion de
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tipo competitivo representa el paso de detoxificacion mas importante con
respecto a otros tipos de biotransformacion en la obtencion de metabolitos
menos toxicos de AFB1, incluyendo entre ellos aflatoxicol y otros derivados
como la P1y Q (Urrego et al., 2006).

La comparacion entre la activaciéon y detoxificacion de la AFB1-epdxido en
diferentes especies animales provee la base para entender por qué las
especies varian en su sensibilidad a los efectos toxicos y carcinogénicos
inducidos por la AFB1. En contraste con experimentos en roedores se ha
evidenciado que en los humanos la CYP3A4 tiene una menor afinidad por la
AFB1 y en cambio la enzima CYP1A2 posee una alta afinidad. La CYP1A2
se conoce por su capacidad para bioactivar muchos procarcinégenos a su

forma carcinogénica activa (Chu, 1991; Urrego et al., 2006).

En cualquier caso parece ser que existen varios factores que deben modular
la formacion de conjugados, fundamentalmente del epoxido de la AF B1 vy el
ADN vy con ello la susceptibilidad de las especies a la carcinogénesis. En este
sentido, los mecanismos de competencia en la union a acidos nucléicos, que
se establecen entre el glutation y el compuesto activado de la AF B1, dan
lugar a una reduccion en el potencial carcinogénico de esta aflatoxina en
aquellas especies que presentan una mayor capacidad para la formacion de

conjugados con glutatién (Gorelick, 1990; Urrego et al., 2006).

Los intermediarios formados tras las reacciones de hidroxilacion de las
aflatoxinas pueden ser excretados por distintas vias. La mayoria de ellos, asi
como la fraccion de aflatoxina ingerida y no hidroxilada, se detectan
normalmente como conjugados con acido glucurénico o sulfatos. Asi por
ejemplo, la AF M1, que es un metabolito formado por hidroxilacién en la
posicion 4- de las moléculas de AF B1, se ha detectado en forma de

conjugado con acido glucurdnico en excreciones de pollo (Golerick, 1990).
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Figura 3: Transformaciones metabdlicas posibles de la AF B1. La flecha
continua indica reacciones mediadas por oxigenasas microsomales, la flecha
continua gruesa reacciones por deshidrogenasas microsomales, la flecha de
puntos reacciones quimicas directas, la Flecha discontinua otras reacciones

y la flecha punteada gruesa reacciones hipotéticas. (Afanador 1997;
Palmgren y Hayes, 1987)
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En algunas especies otra posibilidad conocida dentro de la metabolizacion de
las aflatoxinas es la que conduce a la formacién de aflatoxicol. Este se
produce a partir de la AF B1 en una reaccion de reduccion mediada por una
deshidrogenasa NADHP dependiente. El interés principal del aflatoxicol,
aparte de tratarse de uno de los metabolitos mas toxicos, es que su reaccion
de formacion es reversible, sirviendo de reservorio de AF B1 en los animales
que lo producen. Una reaccion similar ocurre en el caso de la ingestion de AF
M1 y la formacion de su metabolito aflatoxicol M1 (AFL M1). Las distintas
posibilidades de metabolizacion de la AF B1 se resumen en la siguiente
figura (Figura 3) (Afanador 1997).

En resumen, la diferente sensibilidad de los animales a la accion téxica de
las aflatoxinas depende de aspectos de su cinética como son: la diferente
absorcion a través del tracto digestivo (por ejemplo, en el caso de la molécula
de AF M1 al tratarse de un compuesto mas polar que la AF B1 su nivel de
absorcion intestinal es menor), la distribucion en el organismo y los
mecanismos de metabolizacion y excrecion utilizados por las distintas

especies animales.

Los efectos principales que conlleva la union de las aflatoxinas a
macromoléculas son la alteracion en la sintesis de ADN, ARN y proteinas
(enzimas, inmunoglobulinas, etc.). Esto conlleva la aparicién de cambios en
la permeabilidad de la membrana mitocondrial, disgregacion temporal de los
ribosomas, disminucion en la respiracion celular por desacoplamiento en el
mecanismo de fosforilacion oxidativa e interrupcién del transporte de
electrones, alteracion de la glicolisis y gluconeogénesis asi como disminucion
en la actividad de ciertas hormonas al establecerse una competencia por los
receptores especificos (se sabe que la AF M1 incluso en cantidades muy
bajas compite con el estradiol por los receptores localizados en el utero)
(Afanador 1997) .
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Asi mismo, la formacion de compuestos de gran reactividad que se unen a
los acidos nucléicos (fundamentalmente ADN mitocondrial) es responsable
del poder carcinogénico de las aflatoxinas. Estos compuestos actuan como
agentes genotdxicos, dando lugar a dos lesiones premutacionales diferentes,
que pueden conllevar a la activacion de oncogenes y a la iniciacion de un

proceso tumoral.

La primera de estas lesiones se origina tras la eliminacién de forma
espontanea o la reaparicidn enzimatica de las posiciones con conjugados
epoxido-N-7 guanina, dando lugar a sitios apurinicos donde la adenina tiene
una gran afinidad por insertarse en la posicion correspondiente de la cadena

opuesta del ADN.

Esto puede dar lugar a una mutacion por sustitucion de un par de bases G-C
por un par T-A. La segunda lesién premutacional se produce al originarse un
derivado formamidopirimidinico resistente a los procesos de reparacion
enzimatica del ADN, que puede dar lugar a mutaciones si esta presente en la
fase de replicacion del ADN. (Wogan, 1992)

2.3.8 Condiciones favorables para la contaminaciéon de aflatoxinas. La
mayoria de los productos agricolas son susceptibles de la invasiéon por
hongos filamentosos durante algunas de las etapas de produccion,
procesado, transporte o almacenamiento, se debe tener en cuenta que las
diferentes cepas de una especie dada difieren en su capacidad de producir
micotoxinas y es comun encontrar cierta proporcion de aislamientos no
toxigénicos. Por otra parte, la ausencia de hongos toxigénicos no garantiza
que el alimento este libre de micotoxinas, pues las toxinas pueden persistir
aun cuando el hongo haya perdido su viabilidad (Silvestre, 1995). (Northolt y
Van Egmond, 1982).
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La presencia de micotoxinas en productos alimenticios, que depende de su
formacion por cepas especificas de hongos, esta sujeta a la influencia de
factores ambientales como la humedad y temperatura. Por lo tanto, la
contaminacion micotoxica de los productos alimenticios puede variar segun
las condiciones geograficas y los métodos de produccion y almacenamiento,
y también segun el tipo de alimento, ya que algunos productos alimenticios

son sustratos mas aptos que otros para el crecimiento fungico (OMS 1983).

La mayoria de los hongos productores de micotoxinas son contaminantes
habituales en los alimentos y productos agricolas, ya que son capaces de
crecer en cultivos, hojas, tallos cereales, semillas, carnes, grasas, productos

lacteos, etc. (Jarvis Y Williams, 1987).

Las condiciones tropicales y subtropicales favorecen su proliferacién (de
clima calido, humedo y templado), la cual puede presentarse en los
productos agricolas ya que son capaces de crecer en cultivos, hojas, tallos
cereales, semillas, carnes, grasas, productos lacteos, cuando estos aun
estan en el campo, después de la cosecha o durante su almacenamiento.
(Frisvad y Samson, 1992; Periaca 1999; Jarvis Y Williams, 1987)

El desarrollo de los hongos y la produccién de micotoxinas requieren ciertos

condicionantes ambientales, entre ellos los siguientes:

e Factores fisicos: humedad y agua disponible, temperatura, zonas de
microflora (pequenas zonas del alimento con alto contenido de

humedad), e integridad fisica del grano o del alimento.

- Agua disponible: merece especial mencion el concepto de actividad de
agua o agua disponible para el desarrollo de los microorganismos, una

vez se ha alcanzado el equilibrio hidrico en el sistema alimento/medio
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ambiente. El aw se expresa como la relacion existente entre la tension de
vapor de agua en el sustrato (P) y la del agua pura (Po), a la misma
temperatura, (aw=P/Po). El agua pura tiene un aw=1. En los alimentos, el
aw sera siempre inferior a 1. La mayor parte de los hongos que

contaminan los cereales, por ejemplo, necesitan valores superiores a 0.7.

e Factores quimicos: Composicién del sustrato, pH, nutrientes minerales

y disponibilidad de oxigeno

Los factores ambientales mencionados son los que condicionan la
contaminacion fungica de los alimentos almacenados. La investigacion
aplicada a la calidad de los piensos y los granos se ha dirigido en las ultimas
décadas al control de los hongos, pues se han identificado como una de las
principales causas del deterioro nutricional y organoléptico del grano y pienso
almacenado (Pohland y Wood, 1987).

Solo ciertas cepas de Aspergillus flavus y A. parasiticus son capaces de
sintetizar aflatoxinas, cuando las condiciones ambientales y nutricionales son las
adecuadas. No obstante, las cepas aflatoxigénicas del género Aspergillus son
muy comunes y estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, sobre todo en
zonas de clima calido y humedo. Esto aumenta en gran medida el riesgo de
contaminacion de alimentos por hongos capaces de sintetizar estas sustancias,
fundamentalmente en el caso de que las condiciones de almacenamiento de

esos alimentos no sean las adecuadas (Pohland y Wood, 1987).

2.4 PRINCIPALES HONGOS PRODUCTORES DE MICOTOXINAS.

La especie mas importante de Aspergillus son A. flavus, A. parasiticus que solo
produce aflatoxinas B y G, en los animales puede producirse una degradacion

metabdlica de las aflatoxinas ingeridas. La aflatoxina B¢ y B, se puede convertir
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en aflatoxina M1 y My y es alrededor de 3000 veces inferior a la concentracion
de la aflatoxina B4 y B, consumida con el pienso (OMS 1983).

No obstante, las cepas aflatoxigenicas del género Aspergillus son muy
comunes y estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, sobre todo en
las zonas de clima calido y humedo. Esto aumenta en gran medida el riesgo
de contaminacién de alimentos por hongos capaces de sintetizar estas
sustancias, fundamentalmente en el caso de que las condiciones de

almacenamiento de estos no sean las adecuadas (Lindner, 1995).
Las micotoxinas son producidas principalmente por 5 tipos de
hongos: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps y Alternaria

(tabal 2)

Tabla 2: Tipos de hongos productores de micotoxinas.

HONGO TOXINA

o Aflatoxinas
Aspergillus e Sterigmatocistina

e QOcratoxina A

Fusarium e Tricotocenos (DON, NIV, Toxina
e T2,DAS)

e Zearalenonas

e Fumonisinas

e Fusarina

e Moniliformina

Penicilium e Patulina
e Citrinina

e QOcratoxina A

Alternaria e Alternariol

e Acido tennazonico

Claviceps e Alcaloides

Fuente: Carrillo 2003.
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La presencia de hongos toxigénicos en cultivos ha sido historicamente
dividida en dos grupos bien determinados:

Hongos de los campos de cultivo: son aquellos que invaden los granos y
producen las toxinas antes de la propia cosecha. Incluye distintas especies
que requieren altos niveles de humedad en el grano (20-22%). Son tipicos
los géneros Alternaria y Fusarium (Carrillo, 2003).

Hongos de almacenaje: aquellos que invaden a los cultivos, pero la
produccion de toxinas es posterior a la cosecha y de acuerdo a las
condiciones de almacenamiento. Son tipicos los géneros como Aspergillus y
Penicillium (tabla 3) (Carillo, 2003; Miller, 1995).

Muchos hongos no son productores de micotoxinas incluso pudiendo
invadir el grano, por lo que un grano enmohecido no tiene por qué ser
necesariamente toxico. Del mismo modo, puede detectarse una
micotoxina sin la presencia del hongo productor, ya que éste puede haber
sido inactivado por procesos quimicos o por alteracion de los factores
ambientales mientras las micotoxinas permanecen en el sustrato (Carrillo,
2003).

Una de las micotoxinas mas conocidas son las aflatoxinas de A. flavus, con
efectos carcindgenos. (Herrera, 1998) Hasta el momento, se han identificado

mas de 200 tipos de micotoxinas.

Sin embargo, las que pueden encontrarse con mayor frecuencia
como contaminantes naturales en los alimentos para animales o
humanos son las siguientes: aflatoxinas (B1, B2, G1, G2 M1)
(Carrillo, 2003).
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Tabla 3. Especies fungicas que comunmente estan involucradas en la

sintesis de toxinas

Genero Especie Micotoxina producida
favus Aflatoxinas
Aspergillus fumigatus Acido kojico
clavatus Fatulina
agchraceus Cchratoxinas
Citrinum Zitrinina
Penicillium virdicatum Crchratoxina
patuium Fatulina
mivale Mivalenola
Fusanium culmorim Deoxinivalenaol
myrrothecium Toxina T-2

graminearum

Zearalenona

Fuente: Ortiz y Palacios, 2002.

2.4.1 Orden Moniliales. El orden Moniliales es un grupo muy grande, que
comprende mas de 7000 especies de hongos, muchas de ellas de inmensa
importancia para el hombre, ya sea como patégenas de plantas, animales y
el hombre, como hongos utilizados en la industria, 0 como participantes de
fendmenos bioldgicos y ecoldgicos muy interesantes que suceden en el
suelo, unos como saprobios y otros como parasitos o depredadores de

pequenos animales.

Los Moniliales se dividen en las familias Argonomycetaceae, Moniliaceae,

Dematiaceae, Stibellaceae y Tuberculariceae (Herrera, 1998).

2.4.2 Familia Moniliaceae. Esta es la familia con mayor numero de especies
entre los Moniliales, incluye todos los hongos imperfectos que producen sus

conidios en conidiéforos hialinos, o directamente de hifas hialinas no
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diferenciadas en conidioforos; los conidiéforos y conidios son hialinos o de
colores claros. La mayoria de las especies son saprobias, pero muchas otras
son patdgenas de plantas y animales, depredadoras de pequefos animales o

patégenos del hombre. (Herrera, 1998)

A esta familia pertenecen las numerosas especies de Aspergillus, de gran
importancia en las actividades humanas. En el género Aspergillus han sido
descritas unas 200 especies y una gran cantidad de variedades. Los
conidioforos de Aspergillus terminan en un hinchamiento llamado vesicula, a
partir de la cual nace en su superficie una hilera de fialides productoras de
cadenas de conidios tipo fialospora, es decir, conidios blasticos generados en
sucesion basipeta. A la vesicula junto con las cadenas de conidios se le
conoce como cabeza conidial. A.flavus es un ejemplo de cabeza conidal
biseriada. (Herrera, 1998)

Los aspergilos son de los hongos mas omnivoros que existen, capaces de
asimilar como alimento una enorme variedad de sustancias, debido al gran
numero de enzimas que pueden producir para degradarlas. Los dos
requisitos principales que deben tener los diferentes sustratos para que se
desarrollen estos hongos son la presencia de algun tipo de materia
organica y un poco de humedad; si ambos factores estan presentes, los
aspergilos pueden crecer en casi cualquier sustancia, afectando el
bienestar del hombre. Hay especies de Aspergillus, como A. niger, A.flavus,
A,candidus y A. versicolor, entre otras, que comunmente se desarrollan en
granos, semillas y alimentos para humanos y para animales domésticos en
los que, ademas de provocar su descomposicion, producen sustancias
toxicas, que ocasionan diversos trastorno, a veces severos, en los animales
y humanos que consumen dichos granos o alimentos contaminados
(Herrera, 1998).
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2.5 Presencia de aflatoxinas en leche y productos lacteos. La leche y sus
derivados constituyen el principal grupo de alimentos de origen animal
susceptibles de contaminaciéon por aflatoxinas. La presencia de estas
sustancias en dichos productos puede ser el resultado de dos formas de

contaminacion (Ellis, 1991).

a. Directa: debida al crecimiento en el producto de hongos
aflatoxigénicos y produccién de toxinas sobre la leche. Las aflatoxinas
que se detectan mayoritariamente en este tipo de contaminacion son:
AFB4, AFG4, AFB,, AFG,, de entre las cuales la mas importante, como

se ha mencionado anteriormente es la AFB, (Blanco, 1986)

b. Indirecta: derivada del consumo por parte de animales en periodo
de lactacion de alimentos contaminados con aflatoxinas, lo que da a
lugar la aparicion en la leche de estos animales diversos
metabolitos toxicos. Este es principalmente el caso de la
contaminacion de leche y sus derivados con AFM4, pudiendo
aparecer, aunque en menores cantidades, AFM,, AFGM4, AFGM,,
AFB1y AFM4 (Blanco, 1986).

La cantidad de aflatoxina que aparece en los casos de contaminacion directa
de los alimentos es normalmente muy superior a la resultante de la
contaminacion indirecta (Kuiper - Goodman, 1991). No obstante, la
contaminacion directa no suele representar un problema ya que en el
crecimiento de hongos aflatoxigénicos en un alimento da a lugar en
numerosos casos a alteraciones organolépticas del mismo y a su rechazo
para el consumo. Sin embargo no es posible garantizar que la ausencia de
hongos aflatoxigénicos en un producto asegure que este libre de aflatoxinas,
ya que estas sustancias pueden persistir después de que los hongos hayan

desaparecido (Blanco, 1986)
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La contaminacion indirecta de productos lacteos con AFM, representa
un problema grave, debido a la alta frecuencia con que se ha detectado
en numerosos paises y al riesgo potencial de producirse efectos toxicos
cronicos por el consumo reiterado de alimentos contaminados con dosis
bajas de esta aflatoxina. Un aspecto muy importante a tener en cuenta
es que la leche y sus derivados son productos con un alto nivel de
consumo Yy representan una parte esencial en la elaboracién de
alimentos infantiles, con el riesgo toxico que esto conlleva (Blanco et
al., 1988).

Desde el descubrimiento de la AFM1 se han realizado numerosos estudios
para establecer el nivel de conversion de la AFB4 ingerida en su metabolito
mayoritario en leche. El primer estudio sobre esta transformacién data de
1964, donde se emplearon cuatro vacas a las que se les administro
diariamente 2 Kg de pienso contaminado con AFB¢ a un nivel de 4 mg/Kg,
durante 18 dias. La AFM; se detecto a las 12 horas de la ingestion,
representando un valor menor del 1% de la AFB+ ingerida y desapareciendo
3 dias después de dejar de administrar la dieta. Después de este estudio se
han realizado muchos otros, oscilando los valores de transformacién entre
0,2 y 3% de la AFB; ingerida (Van der Linde et al., 1964; Patterson y
Roberts, B, 1975 y Blanco, 1986).

No obstante, muchos de estos estudios se han llevado a cabo administrando
a los animales niveles de AFB4 muy superiores a los establecidos como
tolerados para alimentacion animal y que no suelen presentarse
frecuentemente. Asi mismo, hay que considerar las diferencias debidas a los
distintos limites de deteccion y recuperacion de las técnicas analiticas
empleadas por distintos autores para la deteccion de AFM, (Van der Linde et
al., 1964).
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En cualquier caso, la transformacién de AFB{ en AFM, depende de varios
factores, relacionados con la alimentacién (cantidad, caracteristicas del
alimento consumido y nivel de dosis de AFB4), metabolismo del animal (nivel
de produccion, fase de lactacion, especie, raza, etc) y otros factores (manejo

y estacién del afno) (Blanco, 1986)

2.6 ESTABILIDAD DE LA AFM; EN PRODUCTOS LACTEOS.

Existe un gran numero de estudios acerca del efecto sobre la AFM; de los

procedimientos empleados en la elaboracion y conservacion de la leche.

Con respecto a los tratamientos térmicos la mayoria de los autores estan de
acuerdo al afirmar que el tratamiento térmico de la leche (pasteurizacion o
ultrapasteurizacion) no afecta significativamente a la AFM;y. Las diferencias
observadas en los resultados se han atribuido a la variabilidad en los
parametros analizados, al empleo de distintas técnicas de deteccion y a la
forma de contaminacion de las muestras de la leche (Kiermeier, 1973;
Stoloff,1965).

El hombre ha consumido leche desde el principio de su historia, pero es
imposible establecer la cuantia de este consumo a través de los afnos. Es
probable que el consumo regular de leche se remonte al momento en que el
ndémada abandono la caza como medio de subsistencia y comenzé a cultivar
la tierra para alimentar a los animales que capturaba y mantenia en un
cercado. En cualquier caso, la leche de vaca se utiliza habitualmente en la
alimentacién infantil desde hace menos de un siglo y probablemente el inicio
de esta practica se vio favorecido por el progreso que entonces
experimentaron las técnicas ganadera, de transporte, de conservacion y de
distribuciéon (Amiot, 1991).
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2.7 LECHE FRESCA: GENERALIDADES Y DEFINICION.

La leche es el liquido secretado por las glandulas mamarias, tanto del ser
humano (leche de mujer), como los animales mamiferos, cuyo fin es servir de
alimento al recién nacido. En términos ecoldgicos, el concepto de leche se
refiere Unicamente a la leche de vaca, obtenida como materia prima (leche
cruda) en las explotaciones agricolas y que se ha de tratar en las centrales

lecheras. (Spreer, 1991)

La leche fresca también se puede considerar como la leche que no ha sido
calentada ni sometida a ningun tratamiento con este mismo efecto. La
denominacion conceptual se puede mantener entonces hasta el proceso de

calentamiento en la central lechera. (Spreer, 1991)

La leche se tiene por uno de los productos alimenticios mas antiguos y a la
vez es uno de los alimentos mas importantes. Los productos alimenticios son
sustancias destinadas a satisfacer las necesidades nutritivas o a ser
consumidas por placer. El ser humano los ingiere en estado natural, tratados

o transformados, y en forma de comida, de bebida o por cualquier otra via.

La leche se puede considerar un alimento que cubre todas las necesidades
nutritivas del ser humano. Contiene todos los nutrientes y todos los
biocatalizadores necesarios para mantener y desarrollar los procesos vitales
(hidratos de carbono, grasas, proteinas, sales, minerales, vitaminas y
enzimas). 1 litro de leche cubre aproximadamente el 20% de las necesidades

energéticas diarias de una persona. (Spreer, 1991)

La leche se puede considerar un liquido blanco y opaco, aunque puede
presentar también una tonalidad ligeramente amarillenta, sobre todo cuando

las vacas se encuentran en los pastos. Debe tener un sabor caracteristica,
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puro, fresco y ligeramente dulzon, asi como un olor ligeramente caracteristico
y puro. Debe tener también una consistencia homogénea y carecer de

grumos. (Spreer, 1991)

Los principales componentes de la leche son agua, grasa, proteina y lactosa.
El agua es el componente principal de la leche, siendo su funcion esencial la
de actuar como disolvente de los demas componentes. De todos los
componentes de la leche, la fraccion que mas varia es la formada por las
grasas, estando en una proporcion que oscila entre 3,2 y el 6%. La grasa de
la leche se diferencia de otras grasas animales, en especial de las grasas
corporales, entre otras cosas por poseer muchos mas tipos de acidos grasos
(9 0 mas en comparacion con los 2 o 3 tipos que presentan las otras grasas).

Sobretodo es mas rica en acidos grasos insaturados (Spreer, 1991).

El contenido de proteinas depende fundamentalmente de la alimentacion y
oscila entre el 3,0 y el 3,6%. Los componentes estructurales basicos de las
proteinas son los aminoacidos, estos se forman por uniones de distintos tipos
(enlaces peptidico, puentes disulfuro, puentes de hidrégenos o enlaces
idnicos) determinadas estructuras polipeptidicas, que a su vez se unen entre
si formando las proteinas. La lactosa, el carbohidrato caracteristico de la
leche, es un disacarido, el cual esta compuesto por dos monosacaridos,

glucosa y galactosa. (Spreer, 1991)

La leche contiene todas las vitaminas necesarias para la vida, pero en
cantidades diferentes que no en todos los casos son suficientes. El contenido
de vitaminas de la leche cruda depende fundamentalmente de Ia
alimentacion y del estado de salud de los animales. Los tratamientos y
trasformaciones a los que se somete la leche pueden rebajar algo su
contenido vitaminico. La leche contiene de una forma natural acido citrico

(aproximadamente 2,45 g por Kg de leche). El acido lactico, el acido butirico
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y todos los demas que aparecen son productos metabdlicos originados en la
fermentacién de la lactosa por los microorganismos. (Spreer, 1991)

2.7.1 Propiedades fisico-quimicas de la leche. Desde un punto de vista
fisico-quimico, la leche es un producto muy complejo. Para comprender las
transformaciones que se producen en ella y en los productos lacteos durante

los diversos tratamientos industriales. (Amiot, 1991)

Las propiedades fisico-quimicas de wuna sustancia resultan de su

composicién y estructura:

- La estructura comprende tanto la macroestructura, visible a simple
vista, como la microestructura, perceptible mediante el microscopio
optico, y la ultraestructura, solamente perceptible mediante la

microscopia electrénica.

- La textura responde a como se caracterizan, fundamentalmente por
meétodos sensoriales, pero también reolégicos y Opticos, las

propiedades estructurales del producto alimenticio.

Las caracteristicas fisico-quimicas de la leche dependen fundamentalmente
de la concentracion y del grado de distribucion de las particulas de sus
componentes (Spreer, 1991). Los componentes de la leche se encuentran en
diferentes formas fisicas, El estado fisico depende principalmente del grado
de dispersion. (Amiot, 1991)

2.7.2 Reaccion quimica; el pH de la leche. La acidez quimica de la leche

tiene una importancia extraordinaria para la industria lechera, ya que es un
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parametro bastante constante en la leche y su aumento indica una

anormalidad (Spreer, 1991).

La leche recién ordefiada de una vaca sana presenta un indice de SH
(acidez) de 6,4-7,0. Aproximadamente la mitad se debe a las sales acidas,
por ejemplo el hidrocarbonato sddico (NaHCO3) y a los acidos organicos
(acido citrico) que contiene la leche, el resto se debe a la caseina que
reacciona ante el hidroxido sédico (NaOH) como un acido de mediana fuerza.
(Spreer, 1991)

El incremento del indice de SH durante el transporte de la leche y de sus
tratamientos posteriores en la central lechera se debe a que las bacterias,
sobretodo las bacterias lacticas, transforman la lactosa en acido lactico. Esta
nueva acidez se llama acidez desarrollada y origina la desestabilizacion de

las proteinas (Amiot, 1991).

2.7.3 Microbiologia de la leche. Su elevada actividad de agua, su pH
mediano (6,4-6,6) y su abundante aporte de nutrientes hacen de la leche un

excelente medio para el crecimiento de microorganismos. (Adams, 1997)

Esto exige unas rigurosas normas de higiene tanto es su produccién como en
su tratamiento; hecho que se reconoce en la mayoria de los paises en los
que la leche fue el primer alimento de ser el foco de atencién de la actual

legislacion relativa a la higiene de los alimentos (Adams, 1997)

Los microorganismos que se encuentran en la leche tienen tres origenes: el
interior de la ubre, el exterior de los pezones y sus alrededores préximos, y
el ordefio y los utensilios que se utilizan para manipular la leche (Adams,
1997)
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Los microorganismos son, en sSu mayoria, pequefios seres Vvivientes

unicelulares que individualmente solo son visibles recurriendo al microscopio.
(Spreer, 1991)

Segun su accién y las correspondientes transformaciones tecnoldgicas que

provocan en la leche y en los productos lacteos, se puede establecer la

siguiente clasificacion en 3 grupos:

Microorganismos beneficiosos para la industria: tienen una gran
importancia en la industria lechera ya que son necesarios para las
fermentaciones, la formacion del aroma y de los gases, asi como para

descomponer las proteinas.

Microorganismos perjudiciales para la industria: provocan
transformaciones indeseadas en los procesos tecnoldgicos, por
ejemplo, coagulacién de la leche, variaciones del color y del sabor,

descomposicion de las proteinas.

Microorganismos causantes de enfermedades (patégenos):
pueden originar en los macroorganismos (el hombre, los animales y
las plantas) enfermedades causadas por la produccion de toxinas

(sustancias venenosas).

Los microorganismos importantes desde el punto de vista de la industria

lechera se clasifica de la siguiente manera:

v Bacterias: Se reproducen por division celular.

v Levaduras: Se reproducen por gemacion.

v" Hongos: Producen micelio
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Otros factores ambientales como la temperatura, el pH y el oxigeno del aire,
aparte de los nutrientes y el agua como elemento disolvente, juegan un
importante papel para el crecimiento, la reproduccion y el metabolismo de

estos organismos. (Spreer, 1991)

El contenido microbiano de la leche cruda la higiene mantenida en el proceso
de obtencion de la leche, es decir la limpieza de las instalaciones de ordefio,
de las condiciones de almacenamiento y del transporte y, por otra parte del
estado sanitario de la vaca, especialmente de la ubre dice mucho de su
calidad;. (Spreer, 1991)

La leche obtenida de una vaca sana contiene entre 100 y 1000
microorganismos por cm®, algunos de estos llegan a la leche procedentes del
ambiente que rodea al animal (aire, alimento, etc) y la presencia de otras
decenas de miles y hasta millones de microorganismos se debe a una
insuficiente limpieza de las instalaciones de ordefio, de las tuberias y de los

medios de transporte. (Spreer, 1991)

2.7.4 Calidad de la leche cruda. La leche es un alimento muy delicado cuya
calidad solo se puede mantener si se conserva en un medio favorable y en
las mejores condiciones. Las vacas lechera deben estar sanas, limpias y
alojadas en locales adecuados. El ordeno y la refrigeracién de la leche
deben efectuarse utilizando los equipos apropiados y escrupulosamente
limpios. El éxito de estas operaciones depende principalmente de las

precauciones tomadas por el productor (Amiot, 1991).

En primer lugar se debe controlar la aptitud para la puesta en circulacién de
todo alimento crudo o producto terminado. Este control analiza tanto

aspectos higiénicos y toxicolégicos como los procesos tecnologicos
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empleados. Los organismos legisladores disponen para este fin de una
serie de medidas encaminadas a preservar la salud y evitar los fraudes.
(Spreer, 1991) EI valor nutritivo y alimenticio de un alimento esta
determinado por su composicién y por las transformaciones a las que es
sometido durante su tratamiento. Las normas de calidad reunen los
requisitos exigidos o recomendados que han de cumplir los productos

alimenticios. (Spreer, 1991)

En segundo lugar se debe controlar la calidad de un producto, ya que este
es la totalidad de las caracteristicas (naturaleza, categoria y aptitud) que
determina su grado de idoneidad para un determinado uso previsto y por
ultimo se debe hacer un examen organoléptico que consiste en la
determinacion, a través de pruebas sensoriales rutinarias, comprobadas y
realizadas con una metodologia y en unas condiciones que aseguran su

repetibilidad, de determinadas caracteristicas del producto. (Spreer, 1991).

2.7.5 Requisitos de calidad que debe cumplir la leche cruda. Disponer de
leche cruda de buena calidad es una condiciéon fundamental se pretende
elaborar productos lacteos de excelente calidad. El concepto de “calidad de

la leche cruda” comprende, segun Bruncke, los siguientes aspectos:

El contenido de sustancias nutritivas y en biocatalizadores

e La naturaleza fisico - quimicas

e El| contenido total de microorganismos y la composicion de la
microflora; por ejemplo la proporcién en la carga microbiana total de
las bacterias con capacidad de esporulacién, de las coliformes o de
los microorganismos psicrotrofos y termorresistente.

e La presencia o ausencia de gérmenes patdgenos.

e La presencia o ausencia de toxinas.
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e La presencia o ausencia de sustancias perjudiciales como pueden ser
las sustancias inhibidoras (antibidticos, detergentes y desinfectantes)
e Elaromay sabor

e Lalimpieza de la leche

El concepto de “calidad higiénica de la leche” limita considerablemente el
concepto de calidad de la leche cruda ya que solo abarca los aspectos
higiénicos ignorando, tanto el contenido de la leche en nutrientes y principios

activos, como su naturaleza fisico-quimica. (Spreer, 1991)

Los factores que mas influyen en la granja sobre la calidad de la leche son

los siguientes:

v La alimentacién y el alojamiento del ganado.

v El estado sanitario de las vacas productoras.

v" Los procedimientos utilizados para la obtencion y el tratamiento de la

leche (Spreer, 1991).

2.8 MARCO LEGAL DE LAS MICOTOXINAS.
En la actualidad existen leyes de alimentos que prohiben o limitan la
presencia de ciertas sustancias contaminantes naturales o artificiales y
dentro de los contaminantes naturales se contemplan las micotoxinas. Luego
del descubrimiento de las aflatoxinas hacia comienzos de la década de los

60, muchos paises desarrollaron una legislacion especifica para estas

micotoxinas. (Van egmond, 1989)
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Las concentraciones maximas permisibles se expresan en unidades de
concentraciéon denominadas “partes por billdn” (ppb), que en unidades
de peso equivalen a un ng de toxina por g de alimento (ng/g). (Diaz
1995)

En los estados unidos la administracion de alimentos y drogas (FDA), fijo
inicialmente el “nivel de accién” para las aflatoxinas en 30 ppb a
comienzos de la década de los 60. Esta decisién se baso en el limite de
deteccion de las técnicas disponibles en ese momento. De acuerdo con
la FDA, el nivel de accion es el nivel por encima del cual un testigo
calificado experto podra testificar en una corte federal que la presencia
de toxina en el alimento hace que este cause efectos adversos sobre la
salud. (Diaz, 1995)

En 1989 la FDA fijo el nivel de accion de la aflatoxina M1 en 0.5 ppb, debido
a que niveles de aflatoxinas de 20 ppb en la dieta de las vacas lecheras
resultan en niveles de aflatoxina M1 por debajo de 0,5 ppb en la leche (Diaz,
1995).

Segun un estudio de reglamentacién mundial de niveles de micotoxinas
realizado por Van Egmon (1989), 50 paises tienen regulacion con respecto a
aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, mientras que 14 paises han legislado con

respecto a la aflatoxina M1.

La mayoria de paises han fijado un limite maximo de 5 ppb de aflatoxinas B1
para alimentos de consumo humano, mientras que los niveles maximos para
la suma de las cuatro aflatoxinas naturales (B1, B2, G1 y G2 = aflatoxinas
totales) han sido fijados entre 10 y 20 ppb en la mayoria de los paises. Para
el caso de la aflatoxina M1, la mayoria de paises tiene limites maximos de
0.05y 0.5 ppb (tabla 4) (Diaz, 1995).
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Tabla 4: niveles maximos de aflatoxinas permitidos en paises con

legislacion.
Nivel maximo permitido en la mayoria de _
) Promedio Rango
paises
Aflatoxina B1 5 ppb 9.5 ppb 0-50 ppb
Aflatoxinas totales
(B1,B2, G1y G2 10-20 ppb 14.8 ppb 0.50 ppb
Aflatoxina M1 0.05-0.5 ppb 0.3 ppb 0-1 ppb

Fuente: Diaz, 1995

2.8.1 Legislacion sobre los niveles de aflatoxinas en productos lacteos.
En el caso de las aflatoxinas como contaminantes de productos lacteos, las
medidas reguladoras afectan tanto a estos alimentos como a los destinados

al consumo por el ganado lechero (Stoloff, 1991).

Las razones para establecer limites en el contenido de AFM4 en productos
lacteos fueron presentadas por la FDA y por las autoridades sanitarias
holandesas. Los argumentos propuestos por la FDA estan basados en la
mayor susceptibilidad de los nifos a los efectos de las aflatoxinas y en los
posibles efectos de la AFMs en la salud. Las razones argumentadas por
Holanda se basaban en diferentes estudios experimentales sobre la

carcinogenicidad de la AFB1 y su comparacion con la AFM; (Stoloff, 1991).

Desde 1981 ha habido un marcado aumento en el numero de paises que

tienen establecidos niveles de tolerancia para la AFM4 en productos lacteos.
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La mayoria de estos paises presentan niveles de tolerancia para distintos
productos, siendo mas bajos los niveles de aflatoxina permitidos en los
productos destinados a la elaboracién de alimentos infantiles. En la mayoria
de los casos los limites tolerados se ajustan a los limites de deteccion de las

técnicas analiticas recomendadas (Stoloff, 1991).

La presencia de AFM1 ha sido reportada en leche producida en todos los
paises del mundo en donde se han realizado estudios de monitoreo y sus
niveles maximos permisibles estan estrictamente regulados por diversas
agencias internacionales. En la mayoria de paises de la Unién Europea no se
aceptan para el consumo humano leches cuyo contenido de AFM1 sea
superior a 50 ng/litro, mientras que la agencia de alimentos y medicamentos
de los Estados Unidos (Food and Drug Administration, FDA) permite hasta
500 ng/litro (FAO, 2004). En Colombia, el Instituto Colombiano de Normas
Técnicas ICONTEC ha fijado un limite maximo provisional de 400 ng/litro
para leche cruda, basandose en los estudios realizados en otros paises y en
regulaciones establecidas por agencias externas. Sin embargo, no existen en
Colombia estudios de incidencia y niveles de contaminacion con aflatoxina
M1 que permitan establecer estos limites con un criterio mas racional acorde

con la situacion local (Diaz, 2005).

2.9 MICOTOXINAS E INOCUIDAD DE ALIMENTOS.

Las micotoxinas juegan un papel importante en la proteccién de alimentos
para consumo humano garantizando la inocuidad. Las caracteristicas del
metabolismo de las micotoxinas, indican que hay una eliminaciéon del
metabolito de la aflatoxina B4 en la leche como aflatoxina My que representa
el unico factor de riesgo en los alimentos de origen animal para los humanos
(Duarte, 2004)
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Es posible que en los hatos lecheros se puedan consumir alimentos libres de aflatoxinas
y asi evitar la formacion del metabolito. Por las caracteristicas carcinogénicas de esta
micotoxina es fundamental crear mecanismos de control en la cadena de la leche que
permitan identificar las zonas de mayor indice de contaminacion con el fin de establecer

acciones que permitan dar soluciones (Duarte, 2004)

Con el advenimiento de los tratados de libre comercio el tema de la inocuidad de
los alimentos va a ser el punto mas importante que permitird que una nacion

comercialice sus productos y compita con otras por el mercado (Duarte, 2004)

Muchos paises han establecido niveles maximos de aflatoxina M en la leche
y sus derivados de ahi que los paises que no se preparen para producir con
estos indicadores de calidad no tendran oportunidad de entrar en el mercado
internacional y estaran exponiendo a su poblacion a un agente posiblemente
carcinogeénico, tal como lo ha descrito la IARC (Agencia Internacional para la

Investigacion sobre el Cancer) (Duarte, 2004).

La aflatoxina es muy resistente frente al calor. Los procedimientos de
extraccidon son complicados y caros. Es posible destruirla con sustancias
quimicas como SO, clorgas, oxipropilen, acidos y alcalis. Sin embargo las

manipulaciones disminuyen el valor alimenticio (Lindner, 1995).

De todas las micotoxinas conocidas, las aflatoxinas son las mas investigadas
debido al interés que despertaron a principios de la década de los 60, cuando se
reconocieron sus efectos cancerigenos potentes sobre diversas especies
animales y su amplia distribucion como contaminantes naturales en los alimentos.
Se han aislado 20 compuestos pertenecientes a la familia de las aflatoxinas, pero
las mas importantes son las aflatoxinas B4 (AFB,), B> (AFB,) G1 (AFGq) Y Gy
(AFG;) que suelen presentarse juntas, en diferentes proporciones, en los

alimentos contaminados por A. flavus o A. parasiticus . (Silvestre, 1995).
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2.10 LAS MICOTOXINAS Y SEGURIDAD ALIMENTARIA.

Segun la FAO (2001) la seguridad alimentaria se define como “la
disponibilidad local de alimentos y su distribucion, y el acceso de la persona

a los alimentos para una vida saludable”.

Las aflatoxinas juegan un papel importante en este campo ya que el principal
problema generado por estas se refiere a la disminucion de los parametros
productivos en la mayoria de las especies destinadas a la produccion de
alimentos, ya que las intoxicaciones y el dafo que causan estas en el
sistema inmune pueden predisponer a las especies a enfermedades

infecciosas enmascarando la etiologia principal (Duarte, 2004).

El interés de los hongos y las micotoxinas es enorme, no solo desde el punto
de vista cientifico, sino desde la perspectiva econémica. Son muchos los
problemas que originan, desde el agricultor hasta el consumidor final. Por
ejemplo, las bajadas de rendimientos de las cosechas, los empeoramientos
en los indices técnicos de los animales de granja, enfermedades de los
mismos, alteraciones en los alimentos, perdidas de caracteristicas
organolépticas y nutricionales, coste derivados con la prevencion o el
tratamiento (Carrillo, 2003).

2.11 METODOS DE ANALISIS DE AFLATOXINA M1 EN LECHE

Desde el descubrimiento de las aflatoxinas y de sus propiedades téxicas se
han realizado muchas investigaciones sobre el desarrollo de métodos para el
andlisis de estas sustancias. Estos métodos son necesarios para el
establecimiento de programas adecuados de control de alimentos, asi como

para la investigacion sobre aspectos relacionados con las aflatoxinas tales
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como su produccion por los hongos aflatoxigénicos o el metabolismo de
estas sustancias en los animales (Duarte 2004).

La estructura cumarinica de la aflatoxina, las instauraciones y la presencia de
grupos cetonicos en la molécula, le confieren dos propiedades importantes
para la deteccion cromatografica: la polaridad y la fluorescencia bajo luz UV
(Céspedes, 1997)

Independientemente del método de analisis empleado, la determinacion
especifica del nivel de aflatoxinas en un alimento implica generalmente: la
recogida de una muestra representativa, la homogenizacién de la misma, la
separaciéon de una cantidad mas pequefa a partir de la muestra original y el
analisis posterior. EI muestreo es un aspecto muy importante a la hora de
realizar una valoracion de la cantidad de aflatoxinas presentes en un
alimento ya que puede ser fuente de un alto porcentaje de error. En este
sentido, hay que tener en cuenta que la distribucion de las aflatoxinas en los
alimentos no suele ser homogénea, salvo en el caso de productos liquidos.
Ademas, el nivel de aflatoxinas en un alimento puede variar en funcion de
cuando se realice el muestreo. También influye el tamano de la muestra ya
que esta debe ser representativa y suficiente para realizar el analisis (en el
caso de alimentos liquidos suelen precisarse cantidades menores) (Stoloff,
1991).

Los métodos analiticos para aflatoxina M1 se pueden dividir en dos grupos
principales: métodos de screening y métodos analiticos cuantitativos. El
screening utiliza principalmente ELISA (enzimo-inmuno analisis) o el
radioinmunoanalisis raramente utilizado. La cuantificacion implica
generalmente la cromatografia de capa fina o la cromatografia liquida del alta
performance (HPLC). Las columnas de Inmunoafinidad (IAC) para

purificacion fueron introducidas, y la combinacion de IAC con HPLC ahora
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ofrece el mejor método en lo que respecta a sensibilidad y confiabilidad para
la deteccion de aflatoxina M1. (Romer labs, 2007)

2111 Técnica de Elisa. Un grupo de técnicas que se vienen
desarrollando desde los afios ochenta para el analisis de aflatoxinas son
las técnicas inmunoldgicas, basadas en los procedimientos de
enzimoinmunoanalisis (ELISA) para la deteccion y cuantificacion (Chu,
1991).

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunoldgica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada v,
por tanto, sera facilmente revelada mediante la adicibn de un substrato
especifico que al actuar la enzima producira un color observable a simple
vista o cuantificable mediante el uso de un espectrofotometro o un
colorimetro (Chu, 1991).

Las técnicas analiticas para la deteccion de micotoxinas estan en continuo
desarrollo, existen kits ELISA comerciales de analisis basados en la técnica
enzimo-inmuno analisis competitivo (Chu, 1991).. El principio basico de estos
kits como se nhombro anteriormente se basa en la afinidad de las aflatoxinas
por anticuerpos especificos fijados a un soporte. La reaccion de competicidon
entre la aflatoxina y un producto enzimo/conjugado (coloreado) que contiene
el kit indica la ausencia de aflatoxina cuando el resultado de la prueba es una
sefal coloreada, y presencia de las mismas en caso de ausencia de color.
Estas técnicas permiten el control de las aflatoxinas in situ, de un modo

rapido, fiable y sencillo (Biofarm 2007).
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Los diferentes tipos de ELISA son los que se enumeran a continuacion:

Anticuerpos marcados:

ELISA Directo

ELISA Indirecto

ELISA sandwich

Antigeno marcado

ELISA competitivo (Biofarm 2007).

NN N N N

RIDASCREEN Aflatoxin M130/15.

Es un inmunoensayo enzimatico competitivo para el analisis cuantitativo de

aflatoxina M1 en leche.

La base del ensayo es la reaccion antigeno-anticuerpo. Los pozos de la
microplaca estan sensibilizados con anticuerpos especificos dirigidos contra
Aflatoxina M1. Se agregan los estandares de Aflatoxina M1 o las soluciones
de muestras y, luego de un paso de lavado, se agrega el conjugado
enzimatico. La Aflatoxina M1 libre y el conjugado Aflatoxina M1- enzima
compiten por los sitios de unidn de los anticuerpos anti-Aflatoxina M1
(inmunoensayo enzimatico competitivo); cualquier conjugado enzimatico no

unido se remueve en el paso de lavado.

Se agrega el sustrato/cromogeno a los pozos y se incuba. El conjugado
enzimatico unido convierte al cromégeno incoloro en un producto azul. La
adicion de la solucién stop lleva a un cambio de color del azul al amarillo. La
medicidon se hace fotométricamente a 450 nm y la absorbancia es
inversamente proporcional a la concentracion de Aflatoxina M1 en la muestra
(Biofarm 2007).
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e Desempeno de la Prueba.

* Precision - los resultados son comparables a resultados publicados en
HPLC.

* Alta sensibilidad — el limite de deteccidn para leche fresca es de 5 ppt.

* Repetibilidad — se obtienen resultados consistentes en pruebas inter e intra

laboratorios.

» Reaccion cruzada — Aflatoxina M1: 100%

* Alta recuperacion — Para leche fresca: 95%. (Biofarm 2007).

e Beneficios.

» Buen rango de cuantificacion- cubre los estrictos niveles de regulacién de la

Union Europea.

* Costo/ beneficio: Tiene 96 micro pozos que se pueden separar, haciendo

mas eficiente el uso del kit.

* Estable: Tiempo de caducidad es de 9 meses.

» Conveniente: Se tienen hasta 30 minutos para la lectura después de parar

la reaccion. (Biofarm 2007).

El formato de pozos de microtitulacion en el sistema ELISA se adapta al
anadlisis en serie de gran numero de muestras. Esto permite economizar

gastos. ELISA permite la inclusion de controles positivos durante el analisis.
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Esto no ocurre en el sistema de la Columna de Inmuno Afinidad. La unica
forma de asegurarse que el sistema esta siendo efectivo es mediante algun
tipo de control concomitante. El formato de pozo de titulacion permite el uso
de controles, lo que asegura el buen funcionamiento del ensayo (Biofarm,
2007)

2.11.2 Cromatografia de capa fina. La cromatografia de capa fina es un
método de multideteccidon por el que pueden determinarse la mayoria de las
micotoxinas de interés. La extraccion de las micotoxinas se realiza en un
unico disolvente, utilizando posteriormente disolventes de desarrollo
especificos y reacciones de identificacion selectivas para cada una de las
micotoxinas. Mediante este método de multideteccidon se pueden cuantificar,
entre otras, las siguientes micotoxinas: Aflatoxinas, Ocratoxina A, Citrinina,

Zearalenona, Patulina (Carrillo, 2003).

Otro método empleado en el analisis de aflatoxinas es la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) con deteccion por fluorescencia. En este
caso se emplea una columna de fase inversa (C18), seguida de la
separacion de una reaccion de derivatizacion para proveer a la aflatoxina de
la fluorescencia necesaria para poder cuantificarse. Previamente a la
separacion por HPLC se puede aislar selectivamente una micotoxina en
concreto, mediante una columna de inmunoafinidad conteniendo anticuerpos

especificos de la micotoxina en cuestion (Carrillo, 2003).

2.11.3 Columna de inmuno afinidad. El principio se basa en extraer la
aflatoxina My haciendo pasar la porcion a analizar a través de una columna
de inmunoafinidad. La columna contiene anticuerpos especificos ligados a un

soporte solido. A medida que la muestra pasa a través de la columna, los
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anticuerpos se unen selectivamente con la aflatoxina M4 (antigeno) formando
un complejo anfigeno-anticuerpo. Los demas componentes de la matriz de la
muestra se lavan de la columna con agua. La aflatoxina M4 es luego eluida
de la columna, colectando el eluato. La cantidad de aflatoxina M, presente en
este eluato se determina por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) con deteccion fluorométrica ICONTEC, 2003).

212 PROCEDIMIENTOS PARA REDUCIR LA PRESENCIA DE
MICOTOXINAS.

Es importante hacer énfasis en los procesos de detoxificacion; se ha visto
que es muy dificil evitar la contaminacion de los sustratos con hongos y por
lo tanto la detoxificacion se ha convertido en la mejor herramienta frente a la
problematica. La detoxificacion busca disminuir las concentraciones de
micotoxinas en los sustratos a través de métodos fisicos, quimicos o
biolégicos. No todas las micotoxinas se comportan de la misma manera por
lo cual es importante tener en cuenta que no todos los métodos son

aplicables siempre (Duarte, 2004)

El control de las micotoxinas deberia ser enfocado dentro de un programa

que se suele denominar "Control Integrado”.

Esto supone aplicar unas medidas preventivas en todas las fases de
produccion del alimento en cuestion. Los controles y las medidas a aplicar

deben hacerse extensivas a las siguientes etapas:

e Cultivo del alimento:
v" Seleccion de las variedades

v' Control de insectos y plagas
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v' Fertilizacion
v" Rotacion de cultivos

e Periodo de cosecha:
v" Procedimiento de recogida
v' Limpieza
v' Secado

¢ Almacenamiento, transporte y distribucion:
v" Control de insectos
v Control de humedad
v Control de temperatura
v

Limpieza de las instalaciones

Las medidas a aplicar pueden variar dependiendo de la micotoxina que se

quiera controlar. (Carrillo, 2003)

En cuanto a los tratamientos industriales de los alimentos contaminados con

micotoxinas, éstos pueden ser:
e Métodos fisicos de eliminacion

v' Limpieza y separacion. Se trata de eliminar aquellos granos vy
fracciones mas contaminadas. Se pueden aplicar métodos manuales de
separacion y métodos de flotacion y de segregacion por densidad, por
ejemplo para el maiz o el cacahuete. En efecto, en el caso del
cacahuete, el 95% de las aflatoxinas se localizan en los granos que
flotan. En el maiz, los granos rotos contienen mas micotoxinas que los
granos enteros. El inconveniente de estos métodos es que no permiten

la separacion total de las fracciones contaminadas. (Carrillo, 2003)

61



v" Molienda humeda. Se sabe que la aflatoxina B1 y la zearalenona,

durante la molienda humeda se concentran en las aguas de lavado y
en la fibra. Sin embargo, el almiddn resultante esta practicamente
desprovisto de aflatoxinas. Por tanto, es un procedimiento interesante
para el almidon obtenido, pero no asi para los "subproductos"
utilizados en alimentacion animal, en los que por el contrario, las

micotoxinas sufririan un proceso de concentracion. (Carrillo, 2003)

Métodos fisicos de detoxificacion

v' Desactivacion térmica. Las aflatoxinas son bastante resistentes a la

temperatura y por lo tanto, no se destruyen completamente por
procedimientos como el autoclave, la ebullicibn en agua, u otros
procesos térmicos. Por ejemplo, la aflatoxina M1 es estable durante la
pasteurizacion de la leche. Sin embargo, las aflatoxinas pueden
destruirse, por ejemplo, con una fritura en aceite o en seco, en el caso
de los cacahuetes. También parece ser una buena opcion el tostado

en microondas. (Carrillo 2003)

Irradiacion. No existe mucha informacion sobre el efecto de irradiar
alimentos contaminados con radiaciones gamma y UV. Son ademas
procesos costosos y existe cierta reticencia a aplicarlos. (Carrillo,
2003)

Adsorcion

Las aflatoxinas se adsorben con gran eficacia a diversos materiales, cuando
estan en soluciéon acuosa. Se han empleado carbones activos y ciertos
aluminosilicatos. Estos ultimos se utilizan en alimentacion animal con
eficacia, ya que diversos estudios demuestran que el grado de adsorcion

puede ser superior al 90%. No sucede lo mismo con otras micotoxinas, por

62



ejemplo la zearalenona, para la cual este mecanismo se muestra muy
ineficaz. (Carrillo, 2003)

e Degradacion quimica
El tratamiento con NH3 ha sido objeto de numerosos estudios. Se utiliza
actualmente en alimentos como la semilla de algodén y el cacahuete,
particularmente contra aflatoxinas y fumonisina. Es particularmente eficaz si

se realiza a altas temperaturas y presion elevada.

Hay otros tratamientos fisico-quimicos utilizados, segun el caso, por ejemplo
con bisulfito sddico en autoclave contra aflatoxinas, y utilizando glucosa o

fructosa y calor para inactivar las fumonisinas.

Un tratamiento habitual es el realizado a base de alcalis y calor en el maiz,
que reduce el nivel de aflatoxinas y fumonisina. Se denomina
"nixtamalizacion". Su eficacia es controvertida y se ha sugerido modificar el

mismo, usando peroxido de hidrogeno y bicarbonato sodico.

Como se puede afirmar que ningun tratamiento por si mismo puede eliminar
totalmente el agente contaminante, el control debe realizarse desde un punto
de vista integrado. (Carrillo, 2003). Los métodos quimicos y los bioldgicos
buscan hidrolizar las micotoxinas ya sea a través de compuestos quimicos, por
la accidon de microorganismos como hongos y levaduras o con la utilizacién de

sustancias de origen vegetal como las saponinas (Duarte, 2004)

2.13 DEGRADACION DE LA AFLATOXINA M1 EN LA LECHE

Es de gran importancia determinar las posibilidades de eliminacion o

inactivacién de la aflatoxina M1 en la leche, segun estudios realizados este
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procedimiento se puede realizar por 2 tratamientos: quimico y fisico; el
estudio quimico tiene la habilidad de degradar la aflatoxina M1 por medio de
aditivos alimentarios, como sulfitos, bisulfitos y peréxido de hidrégeno.
Cuando la leche cruda es contaminada con aflatoxina M1 esta es tratada con
0.4 % de bisulfito de potasio a 25°C por 5 horas, la concentracion decrece a
un 45%. Una concentracion mayor de bisulfito es menos efectivo. La
aflatoxina M1 contaminada naturalmente en la leche no fue afectada en la
presencia de 1% de peroxido de hidrégeno a 30° C por 30 minutos, pero la
adicion de peréxido de hidrogeno a una concertacion de 0,05-0,1% con
lactoperoxidasas reduce una cantidad del 50% (FAO, 2001)

Los procesos fisicos estudiados para la remocion de aflatoxina M1 de la
leche incluyen adsorcion y radiacion. Se encontré en un estudio que el 5% de
bentonita en la leche absorbe 89% de la aflatoxina M1. En un estudio el
efecto de radiacion ultravioleta con y sin peréxido de hidrogeno, la
concentracion de aflatoxina M1 fue reducida de 3,6 — 100%, dependiendo
del tiempo de exposicion de la leche a la radiacion, el volumen de la leche
tratada, la presencia de perdéxido de hidrogeno y otros aspectos del disefio
del experimento (FAO, 2001).

Los tratamientos fisicos y quimicos descritos no son aplicables de forma
inmediata diariamente en la industria, por lo menos en la actualidad, ya que

se sabe muy poco acerca de la seguridad (FAO, 2001).

2.14 IMPORTANCIA ECONOMICA.

La evaluacion de las pérdidas econdmicas derivadas de la presencia de
aflatoxinas en alimentos es compleja, debido a que son muchos los factores

que hay que tener en cuenta para poder realizar la valoracién. Por una parte,
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la deteccion de materias primas o alimentos contaminados puede ocasionar
desde la pérdida absoluta del producto o cultivo a la pérdida de mercados o
la disminucién de ingresos por la venta de las mercancias a menor precio
(Palmgren y Hayes, 1987; Moss, 1991).

Hay que tener en cuenta que la trascendencia de estos hechos en algunos
paises productores es a veces notablemente elevada, sobre todo si se
considera que muchos de estos paises estan en vias de desarrollo y su
mayor fuente de ingresos es la exportacion de materias primas para la
elaboracion de alimentos. Ademas, en la mayoria de los casos los paises
afectados presentan una climatologia favorable para la produccion de
aflatoxinas y muchas veces los sistemas de almacenamiento y procesado no
son los mas adecuados. Un ejemplo del problema que puede plantear la
contaminacion con aflatoxinas fue en Turquia, donde se vio cerrado su
mercado de higos secos en toda la regién escandinava por detectarse

aflatoxinas en un 30% de las muestras analizadas (Moss, 1991).

Cuando se detecta la presencia en partidas agricolas de estas micotoxinas
en concentraciones superiores a las establecidas por la legislacion o, en su
defecto, a las recomendadas por diferentes organismos, existen pocas
alternativas. Una de ellas es la destruccién total del producto contaminado,
como ocurri6 a finales de los afos setenta en Arizona donde se tuvieron que

destruir miles de galones de leche (Palmgren y Hayes, 1987).

Por otro lado, es necesario considerar las pérdidas econdmicas derivadas de
la aparicion de brotes de intoxicacion en animales de abasto. Este tipo de
pérdidas son muy altas cuando se produce la muerte de un elevado numero
de animales. No obstante, y dado que los casos de intoxicaciones masivas
no son muy frecuentes en la actualidad, hay que tener mas en consideracion

el efecto del consumo reiterado de pequefas dosis de aflatoxinas por los
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animales. Esto se traduce, como hemos sefialado anteriormente, en una
mayor susceptibilidad frente a procesos infecciosos y parasitarios, como son:
salmonelosis, brucelosis, listeriosis, coccidiosis, fasciolosis, candidiasis, etc.,
pérdidas en la productividad de los animales y retraso en el crecimiento,
entre otras consecuencias mucho mas dificiles de valorar desde el punto de

vista econdémico (Corrier, 1991).
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

3.1 FORMULACION DEL PROBLEMA.

Desde el punto de sanidad podemos considerar que las aflatoxinas son sin
duda las micotoxinas con mayor riesgo potencial para la salud humana. El
contacto del hombre con las aflatoxinas puede provenir tanto del consumo
directo de productos agricolas contaminados (maiz, cacahuetes, etc) como
del consumo de productos de animales que contengan residuos de
aflatoxinas, en este caso los alimentos susceptibles de presentar

contaminacion van desde la leche y sus derivados, hasta la carne e higado.

Son numerosos los factores que pueden influir para la contaminacion con
hongos productores de micotoxinas, entre estos estan la resistencia genética
del cultivo, las condiciones climatolégicas caracterizada por temperaturas y
humedades relativas altas, condiciones de transporte y almacenamiento
inadecuado y secado deficiente (Wood, 1992). Por tanto la contaminacion del
producto puede ocurrir en cualquier punto de la cadena alimenticia, desde la
cosecha, pasando por la recoleccion, almacenaje, transporte, elaboracion y

conservacion.

El riesgo real para el hombre proviene de la ingestion de productos lacteos
contaminados. Estudios cientificos han reportado una mayor incidencia de
aflatoxinas en la salud de las vacas productoras de leche debido al tipo de
dieta que consumen; una vez estos animales ingieren la aflatoxina, por
procesos de metabolismo esta es convertida contaminando el producto mas
importante para el hombre “la leche” aunque esta pase por un procesos de
pasteurizacion, no logra eliminar las aflatoxinas ya que son resistentes a

estos tipos de procesos.
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En el hombre, las aflatoxinas han sido responsables de casos como: hepatitis
aguda, sindrome de Reye y cirrosis en nifios mal nutridos. La mayoria de
estas enfermedades afectan principalmente a los nifios ya que son mucho
mas susceptibles que los adultos a los efectos de las aflatoxinas, debido a su
menor peso, menor capacidad para la detoxificacién, metabolismo mas
rapido y desarrollo incompleto de diversos tejidos y érganos. El consumo en
altas concentraciones de aflatoxina M1 puede llegar a causar hasta la

muerte.

La presencia de micotoxinas causa la perdida de la calidad de la leche, lo
que conlleva a perdidas econdmicas y un riesgo en inocuidad alimentaria
para el consumidor, la deteccion de materias primas o alimentos
contaminados puede ocasionar desde la pérdida absoluta del producto o
cultivo a la pérdida de mercados o la disminucion de ingresos por la venta de

las mercancias a menor precio.

Ya que no existe evidencia suficiente sobre la ocurrencia de las micotoxinas
en la leche en Colombia, es necesario empezar por detectar la presencia o
ausencia de de la aflatoxinas M1 en leches y las zonas de incidencia, para su

posterior control.

3.2 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION.

La leche es uno de los materiales producido por la naturaleza para funcionar
exclusivamente como fuente de alimento y ha sido durante mucho tiempo el
alimento numero uno consumido por todos. Por este motivo es fundamental
que esta no represente un riesgo para la salud humana, puesto que
constituye una fuente nutritiva no superada por ningun otro alimento conocido

por el ser humano. De alli radica la importancia de asegurar la ausencia de
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micotoxinas en la leche puesto que esta es fundamental en la alimentacién
Colombiana y es de obligatoriedad del estado asegurar la buena calidad de

la leche en todos los sectores de la poblacion.

La ocurrencia de la contaminacién con aflatoxinas en alimentos, humanos o
animales es continuamente monitoreada a nivel mundial. Actualmente
decenas de estudios son realizados cada afio en paises industrializados,
mientras que en paises subdesarrollados como Colombia muy poca
informacion es generada por la falta de laboratorios adecuados, recursos
humanos y econdmicos; también cabe nombrar la carencia de regulaciones
sobre micotoxinas y la ausencia de vigilancia y control por parte de los

organismos encargados de realizar estas labores.

Los hongos productores de aflatoxinas son comunes en lugares geograficos
que presentan altos niveles de humedad y temperaturas promedio superiores
a los 25°C, condiciones que se presentan en las zonas de produccién de
cereales de nuestro pais (Diaz, 2005). Cuando el ganado que se utiliza para
la produccion de alimentos ingiere piensos contaminados con micotoxinas,
no solo puede haber un efecto téxico directo en los animales, sino también
un traspaso de las toxinas a la leche, abriéndose asi una nueva via de

exposicion humana a las micotoxinas (OMS 1983).

La importancia de este tema es aun mas critica si pensamos en bebés,
madres embarazadas y madres lactantes de esta poblacion: los efectos
negativos de las sustancias toxicas son mas severos en su caso, debido al
tipo de alimento que reciben, especialmente para los bebes en sus primeros
afios de vida. Los infantes pueden tener una ingesta muy alta de alimentos
tales como las férmulas de leche, donde La aflatoxina M1 se puede encontrar
en estos tipos de alimento. Ademas, los infantes y los nifios, corren mayor

riesgo que los adultos de intoxicacion, a menos que los fabricantes de
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alimentos supervisen y restrinjan la presencia de Aflatoxina M1 en los
productos terminados.

Si se piensa en infantes y nifios, ellos son los principales consumidores de
leche y productos lacteos. Los controles estrictos y pruebas frecuentes son
las unicas maneras de reducir los riesgos de enfermedades graves para los

ninos.

El desarrollo de una legislacion Colombiana referentes a los niveles maximos
permisibles de micotoxinas en materias primas y alimentos terminados
debera basarse en estudios preliminares llevados a cabo en nuestro pais,
para lo cual se requiere del apoyo economico y logistico de varios sectores
de la economia Colombiana y del trabajo multidisciplinario de universidades,

institutos de investigacion, industria, y entes reguladores gubernamentales.

En este trabajo se pretende analizar o verificar si existe o0 no la presencia de
aflatoxina M1 en leches frescas que se distribuyen y comercializan en la zona
del Valle del Cauca, ya que la legislacion Colombiana no ampara a la leche
de este tipo de contaminacién, aclarando que este factor representa un gran

riesgo para la salud de los Colombianos.

Al igual se busca abordar la problematica del consumo de leche de mala
calidad, donde esta presente la aflatoxina M1 afectando gravemente la salud
del consumidor, el cual tiene que confiar en los procedimientos del control de

calidad que se le realiza a la leche que consume.
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4. OBJETIVOS.

4.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar y cuantificar por medio de la técnica de Elisa la presencia de
aflatoxina M1 en leches frescas en la zona del Valle del cauca (Colombia).
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Implementar la técnica de Elisa para la deteccién de aflatoxinas M4 en
la leche, y asi comprobar la existencia de esta en las leches frescas
distribuidas en el valle del cauca, Colombia.

e Cuantificar y detectar la presencia de aflatoxina M1 en leches frescas.

e Determinar la incidencia de la aflatoxina M4 en la leche fresca, en el
Valle del cauca ya que los trabajos en Colombia acerca del tema son
muy escasos.

e Aportar investigacion a la problematica de las micotoxinas en
Colombia dadas las condiciones incipientes que se tienen en la

investigacién sobre el tema.

e Determinar pautas para establecer el limite de tolerancia maxima

permitido para Colombia.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 POBLACION DE ESTUDIO Y TOMA DE MUESTRA.

La evaluacion y determinacion de aflatoxina M1 en leches frescas de la zona
del valle del cauca se realizd6 en muestras tomadas de 5 hatos de las

regiones de Yumbo, Jamundi, Cali, Palmira, Buga (figura 4).

DEPARTAMENTO DEL VALLE DEL CAUCA
DIVISION POLITICO ADMINISTRATIVO

+

OCEAND
FACKFICO

ToLIiMa

FUENTE 1E4C - CTWC reva e a0
Canagaia Basica AT 1300000

Figura 4. Mapa geografico del Valle del Cauca (tulua.metalogo.org.co/apc-

aa-files/valle).
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Para facilidad de manipulacion de las muestras y de la informacién cada hato
se nombré como se indica en la tabla 5. De cada hato se recolectaron 8
muestras cada una de un volumen de 500 ml, estas fueron tomadas al azar

de cantinas que correspondieron al lote de produccién del dia.

Tabla 5. Denominacién para cada hato.

Nomenclatura Ciudad
Productor 1 Jamundi
Productor 2 Palmira
Productor 3 Buga
Productor 4 Cali
Productor 5 Yumbo

Las muestras se tomaron con todas las respectivas medidas de asepsia. Las
cantinas que contenian las leches de donde se extrajo la muestra fueron
agitadas 15 veces antes del muestreo. Para obtener cada una de las
muestras se introdujo una cuchara en acero inoxidable a la mitad de la
cantina extrayendo el liquido, luego fue envasada en un frasco shot de 500
ml previamente esterilizado y marcado con numero de muestra, fecha,
nombre del hato y regién. Las muestras fueron almacenadas en una nevera
de refrigeracion portatii a una temperatura entre 0 a 4 °C, estas se
mantuvieron conservadas con geles sintéticos, los cuales no eliminaron agua
a las muestras durante el proceso de conservacion tal como lo sugiere la
Norma Técnica Colombiana “manual de métodos fisicoquimicos para el

control de calidad de la leche y sus derivados”.

En los laboratorios de la Universidad Javeriana para cada una de las
muestras (frascos shot de 500 ml) se extrajo 10 ml de leche y se envasaron
un tubo tapa rosca de 16 x 150 ml previamente esterilizado y marcado con

numero de muestra fecha nombre del hato y region (figura 5).
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Figura 5. Muestras de leche

Adicionalmente se tomo del productor 1, con todas las medidas de asepsia 250
ml de leche, esta fue envasada en un frasco shot de 250 ml y almacenada en la
nevera de refrigeracion, para el montaje de los controles positivos. Después del
muestreo, las leches fueron llevadas inmediatamente a los laboratorios de la

Pontificia Universidad Javeriana para su posterior procesamiento.

5.2 PREPARACION DE CONTROLES POSITIVOS.

Para el analisis de los controles se preparon 2 concentraciones una de 5 ppt
correspondiente al limite minimo de deteccion y otra de 50 ppt
correspondiente a la concentracion maxima permitida por la union europea.
Con todas las medidas de bioseguridad, se tomé del frasco shot de 250 con
una probeta previamente estéril 50 ml de leche fresca para cada uno de los

controles y se envasaron en dos frascos shot estériles de 50 ml (figura 6).

Figura 6. Controles positivos
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Por otro lado con todas las medidas de bioseguridad y en una cabina de flujo
laminar tipo vertical, a partir de la solucion fortificadora de aflatoxina M1
donada por el Instituto Colombiano Agropecuario de Mosquera (ICA) se
tomaron 25 ul de micotoxina para cada una de los controles y se envasaron
en cada uno de los frascos shot que contienen la leche, se agitaron en forma

circular.

5.3 ELABORACION DE LA CURVA PATRON.

Para la elaboracion de la curva patron correspondiente a este estudio se
realizé con 6 sensibilizados con anticuerpos anti-aflatoxina cada una de 1,3
ml a concentraciones de 0 ppt (estandar 1), 5 ppt (estandar 2), 10 ppt
(estandar 3), 20 ppt (estandar 4), 40 ppt (estandar 5), 80 ppt (estandar 6), por

duplicado.

Se utilizé6 12 pozos para montar la curva patrén (anexo 1); se agregé 100 ul
de las soluciones estandar en pozos separados por duplicado, seguido se
mezclé la placa suavemente por rotacion y se incub6 por 30 minutos a
temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad, luego se eliminé el liquido de
los pozos, se llen6 cada pozo con 250 ul de buffer de lavado y nuevamente
se elimind el liquido (se repiti6 el paso de lavado dos veces mas). A
continuacion se agregé 100 pl del conjugado enzimatico diluido,
posteriormente se mezclé la placa suavemente por rotacion y se incubo por
15 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad. Se repitié el
paso de lavado dos veces mas. Finalmente se agregé 100 ul de
sustrato/cromégeno a cada pozo, se mezclo la placa y en seguida se incubo
por 15 minutos a temperatura ambiente (20-25°C) en oscuridad, se agrego
100 pl de la solucion stop a cada pozo, se mezcldé suavemente por rotaciéon y

se ley6 a una absorbancia de 450 nm dentro de los 15 minutos posteriores a
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la adicion de la solucion. Se analizaron los resultados por el sofware RIDA
SOFT Win.

El trazado de la curva de los estandares se mostré en el certificado de
Aseguramiento de la calidad que estaba incluido en la caja del ensayo
(anexo 2). El estandar cero sera por lo tanto igual a 100% vy los valores de

absorbancia se representan como porcentajes.

5.4 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA.

Las muestras se almacenaron en refrigeracion a una temperaturade 0 a 4 °C
en un lugar fresco protegidas de la luz, en los laboratorios de la Pontificia
Universidad Javeriana. Cada muestra de leche se centrifugd para
descremarlas por 10 min / 3500 g /10 °C en una centrifuga refrigerada, de
esta manera se mantuvo la temperatura de refrigeracion, segun lo
establecido por el protocolo de RIDASCREEN Aflatoxin M1 30/15, luego de la
centrifugacion, se removidé la capa superior de crema completamente por
aspiracion con pipeta Pasteur, y se uso la leche descremada (sobrenadante

desnatado) directamente en el ensayo (100 pl por pozo).

5.5 CONSIDERACIONES GENERALES.

Posteriormente se llevaron todos los reactivos a temperatura ambiente (20 —
25 °C / 68- 77 °F) antes de su uso.

El conjugado aflatoxina M1 estaba concentrado, como el conjugado
enzimatico diluido tiene una estabilidad limitada, se reconstituyo

solamente la cantidad que se necesita para el ensayo. Antes de pipetear,
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el conjugado enzimatico se agitdé cuidadosamente. Para su reconstitucion,
el conjugado enzimatico se diluyé 1:11 (1 + 10) en Buffer de dilucién de

conjugado.

Se utilizé como buffer de lavado un buffer PBS tween y se disolvid la
totalidad de las sales en 1 litro de agua destilada.

5.6 IMPLEMENTACION DEL ENSAYO.

v Se colocé un numero suficiente de pozos en el soporte de la
microplaca para las muestras las cuales fueron analizadas por
duplicado. Se documenté la posicidon de las muestras (anexo 1, figura
7).

Figura 7. Foto de soporte de Elisa con pozos

v' Se agreg6 100 ul de las muestras procesadas, segun la preparacion
de la muestra mencionada anteriormente, en pozos separados por
duplicado, luego se mezcld la placa suavemente por rotacion manual y

se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente (figura 8).
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Figura 8. Foto de adicion de las muestras a los pozos

1. Se eliminé el liquido de los pozos y se golped la microplaca
vigorosamente hacia abajo sobre un papel absorbente (3 veces) para
asegurarse una completa remocion del liquido de los pozos,
posteriormente se llené cada pozo con 250 ul de buffer de lavado,
segun las consideraciones generales nombradas anteriormente y se
elimind nuevamente el liquido. Se repeti6 el paso de lavado dos veces
mas (figura 9).

Figura 9. Foto de lavado de los pozos

2. Se agregd6 100 pl del conjugado enzimatico diluido, luego se mezclo la
placa suavemente por rotacion manual y se incubo por 15 minutos a
temperatura ambiente (20-25 °C/68-77 °F) en oscuridad (figura 10).
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Figura 10. Foto de adicién de conjugado

3. Se eliminé el liquido de los pozos y se golped la microplaca
vigorosamente hacia abajo sobre un papel absorbente (3 veces) para
asegurar una completa remocion de liquido de los pozos. Se llend
cada pozo con 250 pl de buffer de lavado, segun las consideraciones
generales nombradas anteriormente y se eliminé6 nuevamente el

liquido. Se repeti6 el paso de lavado 2 veces (figura 11).

Figura 11. Foto de lavado de los pozos

4. Se agregé 100 pl sustrato-cromégeno a cada pozo. Se mezclo
suavemente la placa en forma manual e incub6é por 15 minutos a
temperatura ambiente (20 -25 °C /68 -77 °F), en oscuridad (figura 12).
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Figura 12. Foto de adicion de sustrato cromégeno

5. Se agregé 100 pl de solucion stop a cada pozo, se mezcld
suavemente por rotacién manual de la placa y se leey6 la absorbancia
a 450 nm dentro de los 15 minutos posteriores a la adicién de la

solucion stop (figura13).

Figura 13. Foto de adicion de solucion stop, lectura

Estuvo disponible un software especial, RIDA SOFT WIN, para evaluar los
ensayos RIDASCREEN ELISA.

Los valores de absorbancia se representarobn como porcentajes. Para
obtener la concentracion de Aflatoxina M1 en ng/L contenida en la muestra,
la concentracion leida de la curva de calibracion se multiplicé por el
correspondiente factor de dilucion. Se trabajé de acuerdo a las indicaciones

detalladas, el factor de dilucién para leche fue de 1.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 RESULTADOS DE LOS CONTROLES POSITIVOS.

Para una mayor confiabilidad y comparacién de los resultados reportados se
analizaron controles positivos “muestras fortificadas” con sus respectivas
replicas (tabla 6), se tomaron dos concentraciones una de 5 ppt que
corresponde al limite minimo de cuantificacion del kit de Elisa y una de 50 ppt
que corresponde al maximo nivel tolerable de aflatoxina M1 para los paises
europeos segun la OFICIAL JOURNAL OF THE EUROPEAN UNION.

Tabla 6. Resultados de absorbancia de las muestras fortificadas, lectura en

multiescan a 450 nm.

Muestra (ppt) Absorbancia Absorbancia Replica
5 1,095 1,045
50 0,420 0,436

La lectura de las absorbancias de las muestras fortificadas (tabla 7)
revelaron una diferencia no significativa con las absorbancias y las
concentraciones reportadas por la curva de calibracion del certificado de
calidad del Kit de Elisa (anexo 2) como también con los datos de la curva
elaborada para este estudio (tabla 9), se cree que la razoén es debido a la
leche que se utilizé para los controles, proveniente del productor 1, ya que
esta leche contenia concentraciones minimas de aflatoxina M1 (tabla 9) que
en uniéon con la adicion del fortificado aumentd la concentracion de la
aflatoxina. Sin embargo esto no quiere decir que los resultados informados

fueran erréneos, simplemente debera de realizarse un factor de correccion.
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Con respecto al coeficiente de variacion (tabla 7) este no sobrepaso el 10%,
el cual es el valor estipulado por la casa comercial que elaboro el kit de Elisa,

confirmando asi la veracidad de los resultados.

Tabla 7: Resultados de absorbancia promedio entre replica y muestra,
coeficiente de variacion, % de absorbancia y concentracién de micotoxina en

ppt, de las muestras fortificadas.

Concentracion Abs Coeficiente % Concentracion
(ppt) promedio | de variacion | de abs (ppt)
5 1,07 3,3 69,8 11,32
50 0,428 2,6 27,9 53,56

Para este estudio se tomé como referencia la norma internacional europea
(50 ppt) la cual es estricta en cuanto a los niveles tolerables de aflatoxina M1,
los datos fueron analizados bajo este criterio ya que si consideramos que los
factores como la cantidad de micotoxina ingerida diariamente en funcion de
la concentracion de micotoxina, la cantidad de alimento ingerido, la
continuidad o intermitencia de ingestion del alimento contaminado, el peso
corporal, el estado fisiolégico y de salud del individuo conllevan a la influencia
y disponibilidad de la toxicidad de las micotoxinas en los humanos (Gimeno &
Martins, 2003), es posible establecer que al ser mayor el valor de la
concentracion de aflatoxina reglamentada por la FAO (0,5 ppb) los
consumidores tendrian una probabilidad mas alta de adquirir las
enfermedades producidas por esta toxina. El caso seria critico para los nifios
y los jovenes ya que estos son mas susceptibles a la toxicidad de las
micotoxinas debido a una mayor variacion del metabolismo basal ellos

pueden no tener suficientes mecanismos bioquimicos para la detoxificaciéon
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(Kuiper, 1994). En los nifios el cerebro continia su desarrollo durante
muchos afos después del nacimiento y esto puede causar una mayor
susceptibilidad a las micotoxinas que afectan al sistema nervioso central
(Kuiper, 1994).

Gimeno, 2004 referencid el resultado de las discusiones establecidas al
respecto del nivel maximo de contaminacion con AFM1 de 0,05 ppb (unién
europea) Vs 0,5 ppb (FAO), se citaron datos aportados por investigadores
durante estos ultimos afios con respecto a la aparicion de AFM1 en leches,
citados en el apartado 3 de este articulo, se destaca uno de los reportes mas
importantes, el de analisis de 10778 muestras de leche en Europa, el cual
informd que el valor medio de contaminacién fue de 0,023 ppb, de donde se
concluye que el nivel de 0,05 ppb puede conseguirse perfectamente; por este
motivo Gimeno, 2004 y Stoloff et al., 1991 describen que debe aplicarse el
principio de ALARA (As Low As Reasonable Achievable), es decir, que el
nivel maximo debe ser tan bajo como sea razonablemente posible, por el
contrario de la opinién de los paises que estan contra ese nivel y defienden el
de 0,5 ppb. También comenta que la exposicidn a cualquier nivel cuando se
trata de un carcinbgeno genotdxico, como es el caso de la AFM1, puede
suponer un riesgo sanitario para los consumidores, en especial para los
nifos. Esto refuerza la aplicacion del principio de ALARA, que dice que para
ese tipo de carcindégenos, no hay una dosis maxima por debajo de la cual no
se produzcan tumores malignos, por lo que el nivel de exposicion deberia ser
de 0 para tener un riesgo nulo de padecer cancer de higado que pueda ser

provocado por las aflatoxinas en general.

El Comité cientifico de la Comunidad Europea indica que hay que valorar
cuidadosamente los riesgos derivados de la exposicidn a estas micotoxinas,
ya que la ingesta de leche y derivados entre lactantes y nifios puede ser

considerable. Los paises que defienden el nivel maximo de 0,5 ppb de AFM1,
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afirmaron que se podrian producir consecuencias econdmicas negativas,
debido a la dificultad de exportacion de leche para paises que solo aceptan el
nivel maximo de 0,05 ppb. Sin embargo, no fue presentada ninguna
informacion detallada de la magnitud, importancia, relevancia o impacto

estimado de tales consecuencias econdmicas.

6.2 RESULTADOS PARA LA CURVA DE CALIBRACION.

La curva de calibraciéon para este estudio fue construida a partir de

concentraciones de 0, 5, 10, 20, 40, 80 ppt de aflatoxina M1 con sus

respectivas replicas (tabla 8 y figura 13).

Tabla 8. Resultados de absorbancia de las concentraciones estandar del Kit
de Elisa RIDASCREEN Aflatoxin M130/15, lectura en multiescan a 450 nm.

Concentracion Absorbancia Absorbancia
estandar (ppt) promedio
0 1,541 1,525
5 1,281 1,39
10 1,209 1,09
20 0,698 0,667
40 0,482 0,488
80 0,338 0,36

Al realizar la curva de calibracidon estandar para la técnica de Elisa
RIDASCREEN Aflatoxin M130/15, los resultados arrojados de absorbancia y
concentracion (tabla 9) dieron valores similares en comparacién con los

datos de referencia incluidos en el Kit como controles de calidad (anexo 2).
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Tabla 9: resultados de absorbancia promedio entre replica y muestra,

coeficiente de variacion, % de absorbancia y concentracién de micotoxina en

ppt, de las concentraciones estandar provistas por el kit de Elisa
RIDASCREEN Aflatoxin M130/15.
_ | Coeficiente -
Concentraciones | Absorbancia q % de Concentracion
e
estandar (ppt) promedio o absorbancia (ppt)
variacion
0 1,533 0,7 100 No contable
5 1,335 5,8 87,1 5,06
10 1,149 7,3 75 9,9
20 0,682 3,2 445 20,22
40 0,485 0,9 31,6 39,56
80 0,349 4.5 22,8 80,03
€-axis: Concentration{ppt). y-axis: Absorbance(%) Spline
100+
Standards
904 Conc.{ppt) / A(Mean)
5.0 1.335
B0+ (Coeff. of Var.: 5.8%)
07 (CJE?TTDGTVar1 174390..53
B0+ 200 0682
(Coeff. of Var.: 3.2%)
504 40.0 0.485
(Coeff. of Var.: 0.9%)
401
800 0.349
(Coeff. of Var.: 4.5%)
301
50% inhikition: 17 5
20+
104
0 } } } } |
5.0 10.0 20.0 40.0 80.0

Figura 14. Curva de calibracion del kit de Elisa RIDASCREEN Aflatoxin
M130/15 para las concentraciones 0,5, 10 20,40 y 80 ppt.
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Para los datos del estandar 1 que equivalen a la concentracion de 0 ppt
la absorbancia promedio fue de 1,533 al ser comparada con la
absorbancia del certificado de calidad del kit, la cual fue de 1,459 se
puede observa que hay una aproximacién entre los datos, de manera que
si se analiza la tabla 9 (resultado de absorbancia promedio de las
concentraciones estandar) y el anexo 2 (certificado de calidad del kit de
Elisa RIDASCREEN Aflatoxin M130/15), se detalla que para todos los
datos el comportamiento fue similar. Para el caso del coeficiente de
variacion ninguno de los datos supero el 10%, demostrando asi que los
datos son veridicos (figura 14).

El 50% de inhibicién para la curva de calibracion realizada para este estudio
arrojado por el sofware RIDA SOFT Win fue de 17,5 (figura 13),
matematicamente es el dato que se encuentra a la mitad de la curva de
calibracion, este dato no supero el 30% lo cual es lo estipulado por la casa
comercial del kit y es similar a la curva de calibracién del certificado de

calidad que fue de 27.3 (anexo 2).

Este valor se aplica cuando se trabaja con pruebas ELISA competitivas y
tedricamente es la cantidad de toxinas que tiene que tener una muestra para

inhibir el 50 % de la reactividad de la toxina marcada adicionada (conjugado).

6.3 RESULTADO DE CUANTIFICACION DE AFLATOXINA M1 PARA
CADA UNA DE LAS MUESTRAS TOMADAS.

Estos resultados corresponden a las muestras tomadas para el productor 1y
el analisis de la concentracion de aflatoxina M1 para cada una de ellas. La
concentracion de la aflatoxina M1 segun los datos arrojados para este

productor oscilan en un rango de 2,94 a 8,96 ppt (tabla 10).
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Tabla 10: Resultados de absorbancia para las muestras de leches tomadas

al productor numero 1, lectura en multiscan a 450 nm.

PRODUCTOR 1
Absorbancia de la
N° de muestras Abs de la Replica
muestra
1 1,388 1,424
2 1,473 1,315
3 1,348 1,326
4 1,305 1,242
5 1,195 1,197
6 1,256 1,285
7 1,346 1,425
8 1,42 1,317

El coeficiente de variacion de los resultados no sobrepasaron el 10 % (tabla
11) segun lo estipulado por la casa comercial del kit, esto quiere decir que los
resultados no tienen una variacion representativa entre la réplica y la
muestra. Si las absorbancias son comparadas con los datos arrojados por la
curva patron del estudio, se puede observar que estas tienen una similitud y

es correspondiente a las concentraciones, este es el caso de la muestra
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numero 3 el cual tiene un absorbancia de 1,337 con una concentracion de
4,99 ppt (tabla 11), si se compara con el dato de la concentracion de 5 ppt de
la curva patréon para la cual da una absorbancia de 1,335 (tabla 9) se puede

ver que los valores son similares.

Tabla 11: Resultados de absorbancia promedio entre replica y muestra,
coeficiente de variacién, % de absorbancia y concentracion de micotoxina en

ppt, de las muestras analizadas para el productor numero 1.

PRODUCTOR1

N° de Absorbancia | Coeficiente % de Concentracion

muestras promedio de variacion | absorbancia (ppt)
1 1,406 1,8 91,7 2,94
2 1,394 8 90,9 3,25
3 1,337 1,2 87,2 4,99
4 1,273 3,5 83 7,09
5 1,196 0,1 78 8,96
6 1,27 1,6 82,8 7,18
7 1,385 4 90,3 3,49
8 1,368 5 89,2 3,99

Por otro lado se considera que el nivel de concentracidon de aflatoxina para
este productor no es peligroso para la salud de sus consumidores ya que se
encuentra en los niveles minimos y no proximos al nivel maximo permisible
por la Union Europea, por tanto es posible que este productor no tenga
problemas de contaminaciéon con hongos como A. flavus y A. parasiticus o
posiblemente le esté dando un buen manejo a la comida que ingiere los
animales de su hato, la caracteristica importante de resaltar para este

productor es que su ganado no consume alimento concentrado ni pienso, se
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alimenta por pastoreo, método que reduce la probabilidad de contaminacion
en el ganado por aflatoxina B1.

Para el caso del productor 2 el rango de concentracion de aflatoxina M1 para
las muestras analizadas se encuentra entre los 54,39 ppt a los 70,2 ppt (tabla
12).

Tabla 12: Resultados de absorbancia para las muestras de leches tomadas

al productor numero 2, lectura en multiescan a 450 nm.

PRODUCTOR 2
N° de muestra Absorbancia de la Absorbancia de la
muestra replica

1 0,372 0,39
2 0,381 0,396
3 0,398 0,421
4 0,416 0,384
5 0,373 0,378
6 0,44 0,41

7 0,38 0,436
8 0,433 0,399

Los datos reportados mostraron que las concentraciones (tabla 13 y anexo

3) superaron los parametros dictados por la unién europea mas no

sobrepasan los niveles dictados por la FAO, pero como se nombrd anterior
mente se adoptaran los parametros fijado por OFICIAL JOURNAL OF THE
EUROPEAN UNION, lo que significa que esta leche es un potencial riesgo
para la salud humana, destacando que este productor dota de leche a una

zona y comercializadora representativa e importante del valle del cauca, por
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tanto la mayoria de habitantes de esta zona del pais la consumen,
aumentando mas el riesgo sanitario. Los posibles factores que conllevaron a
la contaminacion de estas leches y que fueron visualizados a la hora del
muestreo fueron: clima calido, humedad alta, mal manejo en el almacenaje
del concentrado y pienso para los animales; sin embargo existen otros
factores que influyen en la concentracion de AFM1 en la leche que son: la
raza de la vaca, la concentracion de AFB1 en la racion, la cantidad, la
duracion del consumo de alimento contaminado y el estado de salud del
animal. Sin embargo, a todo esto se debe anadir el sistema metabdlico de un
animal poligastrico, lo que provoca que las concentraciones de AFM1 en la
leche varien entre animales, de un dia para otro y de una produccién de

leche a la siguiente (Rosiles y bautista 2002).

Tabla 13: Resultados de absorbancia promedio entre replica y muestra,
coeficiente de variacién, % de absorbancia y concentracion de micotoxina en

ppt, de las muestras analizadas para el productor numero 2.

PRODUCTOR 2

N° de Absorbancia | Coeficiente % de Concentracion

muestras promedio de variaciéon | absorbancia (ppt)
1 0,381 3,3 249 68,1
2 0,388 2,7 25,3 65,73
3 0.409 4 26,7 59,06
4 0,4 57 26,1 61,84
5 0,375 0,9 24,5 70,2
6 0,425 5 27,7 54,39
7 0,408 9,7 26,6 59,36
8 0,416 5,8 27,1 56,98
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La concentracién de aflatoxina B1 es uno de los factores mas importantes ya
que la AFM1 es uno de sus derivados metabdlicos que va a la leche
contaminandola, se estipula que la vaca puede transformar AFB1 en AFM1
dentro de las 12 a 24 horas de ingestion del alimento contaminado, incluso a
las 6 horas ya pueden aparecen residuos de AFM1 en la leche (Rodricks &
Stoloff,1977; Gimeno & Martins, 2000).

Estudios anteriores han demostrado que la contaminacién de AFM1 en la
leche y los productos lacteos es el resultado de la exposicion de AFB1 a
ganado lechero a través de los piensos como es el caso para este productor,
confirmando asi que este podria ser uno de los factores de mayor peso para
que las leches estuvieran contaminadas con aflatoxina M1 (Rastogi et al.,
2004). Rosiles y Bautista, 2002 describen que las concentraciones de
aflatoxina B1 en alimento para vacas lecheras estan presentes en el alimento
de tipo pienso, en cambio en alimento fresco recién cortado de la pradera no
existen. Esto de alguna forma afirma que este productor por utilizar pienso y
concentrado como alimento sumando un mal manejo aumenta el riesgo de
consumo y de transmision de la aflatoxina B1 del alimento a la leche como
M1, aunque no se puede determinar con precision la cantidad e aflatoxina B1

que cada animal consume (Rosiles y Bautisata, 2002).

Gimeno 2004 comenta que con una ingesta de AFB1 correspondiente a 2-60
mg/vacaldia, los residuos de AFM1 en leche podrian oscilar entre 1 y 50 ppb.
Investigadores como Rastogi, 2004 han sugerido que la tasa de conversion
de aflatoxina B1 a aflatoxina M1 que se excreta en la leche es de 1,6%.
Otros autores como Patterson et al., 1980; Van egmond, 1989 refieren que el
nivel de residuos de AFM1/dia (mg) en leche podria ser aproximadamente
del 2,2% de la ingesta diaria de AFB1 (mg). Algunos autores como Sieber &
Blanc, 1978; Van Egmond, 1989 dicen que esta relacion estaria comprendida

entre 0 y 4% con una media del 1%; incluso estos autores proponen la
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siguiente ecuacion: y = -2,55 + 0,84x (r2 = 0,73; n = 43), donde x = mg
AFB1/vacal/dia; y = microgramos AFM1/litro de leche (calculando una media
de 20 litros de leche/vaca/dia). La importancia de estos datos residen en que
si se saca correctamente el porcentaje de conversion de la AF B1 ala M1, se
podria establecer el porcentaje de concentracion maxima permitido de
aflatoxina M1 en la leche; como también el porcentaje de concertacion de
aflatoxina B1 en pienso y concentrado para los animales ya que como se
puede ver en los datos anteriormente nombrados estan estrechamente

ligados. Sin embargo este tema continua siendo un debate.

Los datos obtenidos de concentracion de aflatoxina M1 para el productor 3 se
encontraron en un rango de 15 ppt a 18 ppt, (tabla 14 y 15) ninguna de las
muestras superaron el valor de establecido por la unién europea ni por la
FAO, siendo asi producto apto para el consumo y sin riesgo para la salud

publica.

Tabla 14: Resultados de absorbancia para las muestras de leches tomadas

al productor numero 3, lectura en multiescan a 450 nm.

PRODUCTOR 3
Absorbancia de la Absorbancia de la
N° de muestra muestra replica
1 0,766 0,752
2 0,817 0,853
3 0,849 0,774
4 0,772 0,866
5 0,778 0,963
6 0,912 0,871
7 0,88 0,82
8 0,787 0,821
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Tabla 15: Resultados de absorbancia promedio entre replica y muestra,
coeficiente de variacion, % de absorbancia y concentracién de micotoxina en

ppt, de las muestras analizadas para el productor numero 3.

PRODUCTOR 3
N° de Absorbancia Coeficiente % de Concentracion
muestras promedio de variacion | absorbancia (ppt)
1 0,756 1,3 49,5 17,73
2 0,835 3 54,5 15,84
3 0.811 6,5 52,9 16,4
4 0,819 8,1 53,4 16,21
5 0,87 1,5 56,8 15,08
6 0,891 3,3 58,1 14,64
7 0,85 5 55,4 15,51
8 0,804 3 52,4 16,57

Sin embargo se encuentran niveles de aflatoxina M1 levemente altos, por
tanto es posible que la comida (pienso) que sé le suministro al ganado este
contaminada con A. flavus o A.parasiticus, 1o cual es de sumo cuidado ya
que si se tiene un descuido la poblacidn del microorganismo podria subir
aumentando el nivel de concentracion de aflatoxina B1, la cual seria ingerida
por el animal siendo convertida en aflatoxina M1 vy finalmente

desencadenando la contaminacion de la leche

Para los productores 4 y 5 las concentraciones de aflatoxina M1 fueron minimas
(tabla 17 y 19), para algunas de las muestras el nivel era tan bajo (< 5 ppt) que
no pudo ser cuantificado por el kit de Elisa, la caracteristica a resaltar de estos
productores es el tipo de alimento “pasto fresco” que se le suministra a su

ganado, estos productores no utilizan ni pienso ni concentrado.
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Tabla 16: Resultados de absorbancia para las muestras de leches tomadas

al productor numero 4, lectura en multiescan a 450 nm.

PRODUCTOR 4
N° de la muestra Absorbancia de la Absorbancia de la replica
muestra
1 1,382 1,57
2 1,547 1,519
3 1,642 1,56
4 1,585 1,494
5 1,566 1,413
6 1,515 1,445
7 1,552 1,531
8 1,527 1,414

Tabla 17: Resultados de absorbancia promedio entre replica y muestra,

coeficiente de variacién, % de absorbancia y concentracion de micotoxina en

ppt, de las muestras analizadas para el productor numero 4.

PRODUCTOR 4
N° de Absorbancia Coeficiente % de Concentracion
muestras promedio de variacion | absorbancia (ppt)
1 1,476 9 96,3 1,48
2 1,533 1,3 100 0,664
3 1,601 3,6 104,4 No detectable
4 1,539 4,2 100,4 No detectable
5 1,486 7 96,9 1,31
6 1,48 3,3 96,5 1,41
7 1,541 1 100,5 No detectable
8 1,47 54 95,1 1,58
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Tabla 18: Resultados de absorbancia para las muestras de leches tomadas

al productor numero 5, lectura en multiescan a 450 nm.

PRODUCTOR 5

N° de la muestra

Absorbancia de la muestra

Absorbancia de la replica

1 1,554 1,573
2 1,449 1,555
3 1,523 1,53
4 1,534 1,336
5 1,494 1,509
6 1,392 1,33
7 1,274 1,395
8 1,529 1,369

Tabla 19: Resultados de absorbancia promedio entre replica y muestra,

coeficiente de variacion, % de absorbancia y concentracién de micotoxina en

ppt, de las muestras analizadas para el productor numero 5.

PRODUCTOR 5

N° de Absorbancia | Coeficiente % de Concentracion
muestras promedio de variacion | absorbancia (ppt)

1 1,563 0,9 102 No detectable

2 1,502 5 98 1,07

3 1,526 0,3 99,5 0,749

4 1,435 9,8 93,6 2,26

5 1,502 0,7 98 1,07

6 1,361 3,2 88,8 4,2

7 1,334 6,4 87 5,1

8 1,449 7,8 94,6 1,97
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Con estos valores de concentracion de aflatoxina se demuestra que en este
pais es posible realizar y mantener una reglamentacion estricta con un nivel
de aflatoxina M1 de maximo 50 ppt y contradecir lo dicho por delegaciones
de algunos paises que afirman que el nivel de 0,05 ppb es dificil de lograr en
varias regiones del mundo y aun mas para los paises en desarrollo ya que
podria haber una reduccion significativa de la disponibilidad de la leche y
consecuencias negativas en la nutricion, en caso de que hubiera una
reduccion significativa del nivel maximo de 0,5 ppb, ellos establecen que lo
mas razonable es un nivel de 0,5 ppb para la proteccion de la salud publica.
A todo esto se afiadié que hubo paises que afirmaron que un limite maximo
de 0,5 ppb de AFM1 deberia ser considerado como el nivel minimo que se
podia conseguir debido a problemas de gestibn de las concentraciones

maximas de AFB1 en el alimento compuesto.

Finalmente de las 40 muestras tomadas y en total analizadas se encontraron
8 muestras que corresponde al productor 2 contaminadas con niveles altos
de aflatoxina M1, los niveles de contaminacion se encuentran en un rango
entre 54 y 70,2 ppt, y equivale a un 20 % de las muestras analizadas. Los
valores medios de la concentracion para este estudio fueron de 15,6 ppt
respectivamente, evidentemente a partir de los resultados el rango de
contaminacion no fue muy alto, sin embargo tiene incidencia que puede

afectar notoriamente la salud de los colombianos.
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7. CONCLUSIONES.

Los niveles de concentracion de aflatoxina M1 encontrados no fueron muy

altos.

El productor 2 el cual suministra leche a una de las comercializadora mas
importante de esta region estaba contaminado con niveles altos de aflatoxina
M1 encontrandose fuera de los parametros reglamentados por la unién

europea.

El porcentaje de las muestras encontradas fue tan solo del 20 %, es un nivel
en donde debe haber mas alerta ya que en cualquier momento podria

incrementar la concentracion de aflatoxina M1 arriesgando la salud publica.

La poblacion mas preocupante sigue siendo los lactantes y los nifios ya que
tienen mayor riesgo, por tanto este estudio demostré que es de suma
importancia reglamentar la concentracion de aflatoxina M1 y ajustarla a los

parametros europeos.

Debe ser habitualmente evaluado la concentracion de aflatoxina B1 en los

piensos y concentrados que séle suministre como alimento al animal.

Se demostrd en este estudio que los productores que suministraban pienso
como alimento a las vacas productoras de leche tuvieron concentraciones

minimas de aflatoxina M1.

Finalmente se llegd a la conclusion de que en lo que respecta a la AFM1, se
debe continuar manteniendo el nivel de riesgo lo mas bajo posible y estar

siempre alerta. El riesgo que se corre hoy en dia a la exposicion de otras
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micotoxinas, metales pesados, hidrocarburos, dioxinas,..etc, conduce a que
la aplicacion del principio de ALARA sea estrictamente necesario, y por tanto
en el caso de la AFM1, el nivel maximo de 0,05 ppb es perfectamente

razonable y admisible.
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8. RECOMENDACIONES.

En todos los casos hay que asegurarse de que el nivel de aflatoxina
B1 del pienso terminado es adecuado a su uso previsto (es decir,
segun la madurez y la especie de los animales a que se vaya a dar) y
se ajusta a los cddigos y directrices nacionales o a los dictamenes

veterinarios.

Considerar la restriccion de piensos contaminados con aflatoxina B1 a
un porcentaje de la racion diaria de forma que la ingesta diaria de
aflatoxina B1 no ocasione la presencia de residuos significativos de

aflatoxina M1 en la leche.

Si no se puede llevar a la practica la restriccion de los piensos, es
necesario desviar el uso de piensos muy contaminados hacia

animales no lecheros exclusivamente”.

Es ineludible para Colombia realizar una reglamentacién conforme
dictan los parametros de la unidon europea para la concentracién de
aflatoxina M1 tanto para leche fresca como para derivados de la leche

asegurando asi la vida de los consumidores.

Es necesario realizar el analisis y por tanto reglamentar los productos
lacteos destinados a lactantes y personas de la tercera edad ya que
es la poblacién de mayor importancia y la mas susceptible a este tipo

de toxinas.
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10. ANEXOS.

Anexo 1. Posicién de los pozos de las muestras, controles, y curva patron
dentro del soporte del kit de Elisa RIDASCREEN Aflatoxin M1 30/15.

1 2 ] ! 5 b ! i N I [ I L I ¥
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P= Muestras

Std= Estandares (curva de calibracion)
P41= Control positivo 5 ppt

P42= Control positivo 50 ppt

Columna 1 y 2= Productor 1

Columna 3 y 4= Productor 2

Columna 5 = Productor 3

Columna 6 y 7 = Estandares (curva de calibracion) y controles positivos
Columna 8 = Productor 3

Columna 9 y 10 = Productor 4

Columna 11 y 12 = Productor 5
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Anexo 2. Certificado de calidad kit de Elisa RIDASCREEN Aflatoxin M1.

QUALITY ASSURANCECERTIFICATE
RIDASCREEN® Aflatoxin M1 30/15
Art. No.: R1111 Lot: 05158 Expiry: 2009-05

R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany cerifizs that this balch has been approved by the Quality
Azsurance Department and conforms with specifications
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Anexo 3. Foto resultado final del montaje del kit de Elisa RIDASCREEN
Aflatoxin M1 30/15.

Productor 2

Se puede observa que los pozos que estan incoloros son los pozos que

dieron concentraciones de aflatoxina M1 superiores a al 50 ppt maximo

tolerable por la unién europea.
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