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RESUMEN

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por especies del género Aspergillus,
se presentan frecuentemente en granos, cereales y semillas oleaginosas. Estas micotoxinas
causan efectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos en humanos y animales. En
bovinos productores de leche el consumo de alimento contaminado con aflatoxina B; (AFB,)
determina la presencia de aflatoxina M; (AFM;) en leche, ambos potentes carcindégenos del
grupo 1 (IARC). En Mé¢xico las normas oficiales NOM 188-SSA1-2002 y NOM 184-SSA1-
2002 establecen el limite maximo permitido para AFB; y AFM, de 20 ug kg’ v 0.5 pg L
respectivamente. EI objetivo del presente estudio fue conocer los niveles de dichas
micotoxinas en la regién de los Altos y Ciénega, Jalisco, ademas de evaluar el uso de
adsorbentes de micotoxinas en raciones contaminadas por AFB; para.la reduccién de los
niveles de AFM, en leche. Durante el periodo de Septiembre-Octubre de 2007 se obtuvieron
muestras de leche y racién integral de bovinos provenientes de 40 establos localizados en los
municipios de Acatic, Jalostotitlan, Ocotldn, San Juan de los Lagos, Tepatitlan, Tototlan, Valle
de Guadalupe y Zapotlanejo. Por otra parte, se evaluaron 3 adsorbentes de micotoxinas bajo
dos modelos de exposicién a AFB; denominados Nicleo e Integral. El primer modelo utilizé
un disefio experimental de Cuadrado Latino con 4 tratamientos (T-1: testigo con exposicion a
40 pg kg de AFBy; T-2: 40 pg kg' de AFB, + montmorillonita; T-3: 40 pg kg™ de AFB +
clinoptilolita y T-4: 40 ug kg! de AFB, + extracto derivado de paredes celulares de
Saccharomyces cerevisiae= MOSC), con 4 grupos de 3 vacas cada uno y 4 periodos de 11
dias, todos los grupos recibieron todos los tratamientos. El segundo modelo se realizé con un
disefio -experimental por bloques, un grupo de 4 vacas recibié en diferente periodo los 4
tratamientos previamente descritos. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA y las
-diferencias estadisticas se establecieron por la prueba-de Tukey (P < 0.05). Se encointrd
contaminacién por aflatoxinas totales en 92.5 % de las raciones de bovinos, los niveles
fluctuaron de 4.82 a 24.90 pg kg™, diferentes estadisticamente entre municipios (P < 0.05).
Del total de muestras positivas 9.3 % (3/40) presentaron niveles superiores a los permitidos
por la NOM., AFM; se detect6 en el 80 % de las muestras de leche, con un rango de 0.006 a
0.065 pg L' en los municipios evaluados, ninguna de las muestras de leche superd el méximo
permitido. El estudio del uso de adsorbentes de micotoxinas en raciones de bovinos, permitié
comparar dos métodos de exposicion a AFB; en el alimento. Los resultados reportados bajo el
modelo Niicleo no mostraron eficiencia significativa entre tratamientos, observandose una tasa
de biotransformacion de AFB; a AFM; de 3.2 % y una eliminacién promedio de AFM; en la
leche de 1.084 pg L (T-2), 1.106 pg L7 (T-3) y 1.193 pg L' (T-4). El porcentaje de
reduccion en la eliminacién de AFM, fue de 19 %, 17.6 % y 11.2 % respectivamente para T-2,
T-3 y T-4 respecto al testigo. El modelo Integral permiti6 demostrar la eficiencia de los
adsorbentes, encontriandose diferencias estadisticas entre tratamientos (P< 0.05). La tasa de
biotransformacion de AFB; a AFM; fue de 1.8 %, con niveles de eliminacion de AFM; de
0.736 pg L'(T-1), 0.492 pg LN(T-2), 0.465 pg L' (T-3) y de 0.649 pg L' (T-4),
correspondiendo un porcentaje de reduccién de 33.2 %, 36.8 % y 12 % en cada tratamiento
respecto al testigo. Los adsorbentes minerales montmorillonita y clinoptilolita permitieron
reducir significativamente los niveles de AFM; en leche, logrando permanecer por debajo del
permitido por la NOM. Se concluye que la contaminacion por aflatoxinas en raciones de
bovinos y de AFM; en leche de los 8 municipios estudiados estd dentro de los limites
éstablecidos por las normas Mexicanas y que el modelo Integral permite evaluar con eficiencia
el uso de adsorbentes de micotoxinas en pruebas in vivo con bovinos productores de leche.

v



L INTRODUCCION

Las micotoxinas se definen como compuestos organicos, bioldgicamente activos y de amplio
espectro causantes de intoxicaciones agudas y crénicas, con - efectos mutagénicos,
teratogenicos y carcinogénicos. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y

la Alimentacion estima que las micotoxinas afectan el 25 % de la produccién agricola anual.

Los sindromes toxicos causados por la ingestion de micotoxinas se denominan micotoxicosis.
En las explotaciones pecuarias, importantes pérdidas econdémicas se asocian al efecto
subclinico de las micotoxinas. Su presencia ocasiona alteraciones en diversos parametros |
productivos, entre ellos, consumo de-alimento, ganancia de peso y conversion alimenticia. Las
aflatoxinas, micotoxinas producidas principalmente por Aspergillus flavus v A. parasiticus,
representan una de las principales sustzncias con elevada frecuencia de aparicion en la materia
prima destinada a la alimentacién de animales. Los sustratos susceptibles o naturalmente
contaminados con estas especies son: maiz, sorgo, cacahuate, arroz, trigo, entre otros (Bennett
y Klich, 2003).

Las aflatoxinas son un grupo de derivados difuranocumarinas relacionados estructuralmente.
Se han identificado 18 tipos de aflatoxinas, de las cuales las mds frecuentes en los alimentos
son la By, By, Gi, Gz, Mj y M. Aflatoxina M; {AFM;) es un metabolito hidroxilado de la

aflatoxina B; (AFB;), secretada en la leche de los animales que consumen alimentos

contaminados con AFB;. Se ha establecido que la cantidad de AFM, secretada es proporcional
a la cantidad de AFB, ingerida. La tasa de conversion de AFB; en AFM, es en promedio a 1.8

% con rango de 0.3-6.2 % (Magan y Olsen, 2004). Las aflatoxinas poseen actividad |
mutagénica y carcinogénica y, por tanto, su presencia en los alimehtos destinado a humanos ¥
piensos representa un potencial riesgo para la salud de los mismos. Los estudios toxicolgicos
indican que AFB; es la especie quimica mds potente, y en orden decreciente se identificaron a

AFM,, AFG,, AFB,, AFG,. La Agencia Internacional de Investigaciones sobre el Cancer

. _(IA,R\,_C_)' y el Comité Mixto de Expertos en Aditivos Alimentarios de la FAQ/OMS incluyen a

las aflatoxinas dentro del grupo 1, considerandolas cancerigenas para el hombre. La regulacion

vigente en México y EUA ha 'establec'i.do que el nivel méximo tolerable para aflatoxinas en



alimentos destinados a bovinos productores de leche es de 20 pg kg y para AFM, en leche y
otros productos lacteos, no debe superar 0.5 pg kg, mientras que la Comunidad Europea (CE)

ha fijado como valores permitidos 10 ug kg™ v 0.05 pg kg™ respectivamente (FAO, 2004).

Diferentes métodos han sido evaluados para destoxificar o descontaminar los alimentos que
presentan niveles de micotoxinas. Entre ellos, se emplean estrategias tendientes a reducir el
estrés hidrico (sistemas de riego), utilizar cultivos resistentes y mejorar las condiciones de
secado de los granos y alimentos terminados. Estas acciones intentan reducir o prevenir la
infeceion por especies de Aspergillus v la sintesis de aflatoxinas (IARC, 2002). Sin embargo,
es frecuente la presentacién natural de aflatoxinas en los alimentos terminados,
particularmente, en regiones iropicales y subtropicales (Prandini ef al., 2008). La
incorporacién de adsorbentes no nutritivos en los alimentos contaminados representa una

propuesta préctica en la prevenciga de la aflatoxicosis (Phillips ef al., 2002; 2008). Han sido

-realizados numerosos estudios de adsorcion in vitro, pero es necesario que los adsorbentes

+sean estudiados in vivo para establecer su efectividad en animales (Diaz ef al., 2004).

Particularmente en’ vacas productoras de leche, existen pocos estudios publicados en

‘comparacién con otras especies animales. Entre las principales desventajas, se destacan el

‘elevado costo que implica realizar estudios con bovinos, la labor intensiva asociada al manejo

y control de los animales, la diversidad de las formulaciones, la distribucion de las

micotoxinas y la variabilidad metabélica de las vacas productoras de leche.

El uso de adsorbentes de naturaleza mineral han sido utilizados con el objeto de reducir las
micotoxicosis. Bentonita de sodio, zeolitas, aluminosilicatos y paredes celulares de levaduras_
(Saccharomyces cerevisiae) han demostrado la capacidad de unirse a las micotoxinas y, por
tanto, reducir su disponibilidad o absorcién en el tracto gastrointestinal de rumiantes durante la
digestion del alimento contaminado, asi como la eliminacién de metabolitos en la leche (Spotti

et al., 2005).



II. ANTECEDENTES
IL.1 Produccién de leche en México

En México, la produccién de leche de vaca pasé de 67141,545 a 107029,274 miles de litros
entre 1990-2006, denotando al final de este periodo un incremento anual del 1.7 % con
respecto a los registros de los afios 2005-2006 (SIAP-SAGARPA, 2007) (Figura 1). Asi
mismo, se destaca que la Tasa Media de Crecimiento Anual (TMCA) en los altimos afios se
ubic6 en el orden del 3 %. Por tanto, es posible enumerar los principales factores que
contribuyeron al incremento en la producc'ién de leche. Entre ellos: (i) los avances en 'la
tecnificacion de la produccidn lechera, (ii) el adecuado uso y manejo de las explotaciones
pecuarias en relacion al suministro de dietas balanceadas, (ili} el manejo de ganado con
elevado desempefio productive y (iv) la adquisicién de equipos, los cuales redundaron en

procesos mas eficientes (SAGARPA, 2005).

A pesar de los incrementos en la productividad, se remarca el déficit existente debido a la
‘demanda de este producto por la poblacién. Las estimaciones realizadas durante el afio 2004
por la Coordinacion General de Ganaderia (CGG — SAGARPA) indicaban ciue el Consumo
Nacional Aparente de leche (CNA) se incrementd en 1 % en relacion al afio anterior. Este
incremento, estaba representado en un 70 % por una mayor oferta nacional siendo el 30 % a
causa de importaciones. En igual sentido, la CGG se expide indicando que el mayor consumo
también obedece a una mejor situacion adquisitiva de algunos sectores de la poblacién

mexicana.

Es necesario destacar dos aspectos sobresalientes en cuanto a la produccion de leche nacional:
(i) la distribucion geogréfica de las diferentes entidades productivas y (ii) la estacionalidad de

la produccién de leche (Figuras 2 y 3).
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Figura 1, Incrementos en la produccién nacional de leche durante el periodo 1991-2006
(SIAP-SAGARPA, 2007).
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Figura 2. Estacionalidad de la produccion de leche en México (SIAP-SAGARPA, 2007).
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Figura 3. Principales estados productores de leche en México durante el periodo 2003-2007
(SIAP —~ SAGARPA, 2007).

I1.1.1 Situacién de la region de los Altos de Jalisco

La produccién de leche en el estado de Jalisco representa el 17.4 % de la oferta nacional, con

prondstico al cierre del afio 2008 de 1'815,984 miles de litros (http:/www.siap.gob.mx/). En
el estado sobresale la zona lechera de Los Altos, que aporta mas del 60 % de la produccién
estatal. Esta region estd caracterizada por ser de tipo familiar (70-80 % de los productores). La

distribucién dispone de una estructura empresarial con mayor grado de tecnificacion en sus

_ etapas de proceso (Gomez ef al., 2003). Ademas de los Altos, las regiones Centro, Sur, Costa

y Norte del estado de Jalisco forman parte del sistema productivo. No obstante, los Altos
representan la principal zona de produccién de leche en funcién del nimero de animales

_c:oncent_rados a esta actividad (47 %) y la superficie ocupada en funcion del estado (20 %).



Los Altos y Ciénega Jalisco estdn conformados por 26 municipios (Cuadro 1). En esta

representatividad, un productor lechero es definido como aquel que posee al menos 10 vacas

con una produccién continua de leche durante el afio. Segin lo informado en el Padron de

productores lecheros del estado de Jalisco (2005), el municipio de Acatic contaba con 195

productores activos (sobre un total de 420) con una produccién promedio de leche de 14.5 +

411 dia™.

Cuadro 1. Municipios comprendidos en la region de los Altos Jalisco y Ciénega Jalisco. Zona

lechera del estado de Jalisco

Distrito Region Municipio
Lagos de Moreno Altos Norte San Juan de los Lagos
Lagos de Moreno Altos Norte Encarnacion de Diaz
Lagos de Moreno . Altos Norte Lagos de Moreno
Lagos de Moreno Altos Norte Teocaltiche
Lagos de Moreno Altos Norte Villa Hidalgo
Lagos de Moreno Altos Norte Ojuelos de Jalisco
Lagos de Moreno Altos Norte San Diego de Alejandria
Lagos de Moreno Altos Norte Unidn de San Antonio
‘Lagos de Moreno Altos sur Tepatitlin de Morelos
Lagos de Moreno Altos sur San Miguel el Alto
Lagos de Moreno Altos sur Arandas
Lagos de Moreno Altos sur Acatic
Lagos de Moreno Altos sur San Julidn
Lagos de Moreno Altos sur Valle de Guadalupe
Lagos de Moreno Altos sur Yahualica de Gonzélez Gallo
Lagos de Moreno Altos sur Cafiadas de Obregén
Lagos de Moreno Altos sur Jestis Maria
Lagos de Moreno Altos sur Jalostotitlan
Lagos de Moreno Altos sur Mexticacan
La Barca Ciénega Tototlén
La Barca Ciénega Atotonilco el Alto
La Barca Ciénega La Barca
La Barca Ciénega Zapotlan del rey
La Barca Ciénega Poncitlan
La Barca Ciénega Ocotlan
La Barca Ciénega Jamay

La Barca Ciénega Ixtlahuacan de los Membrillos




En su caracterizacion, se .des‘taca ciue en el 85.1 % de los establos disponen de ordefiadora
mecdnica, el 89.2 % de energia eléctrica, el 59 % de tanque de enfriamiento y el 58 % de
asesorfa técnica. Asi mismo, el 100 % de los establos compran el alimento concentrado y la
produccién propia de forrajes era levemente superior al 60 %. Durante el relévamiento, elﬂ
municipio de Jalostotitlan reportaba 784 establos productores de leche. Sobre una muestra de
51 establos productores capaces de producir menos de 1000 L de leche por dia, el promedio
por vaca es de 13.1 + 3.2 L', Similares indicadores se presentan en los municipios de San
Juan de los Lagos, San Julidn, San Miguel y Valle de Guadalupe. No obstante, la produccion

de leche (L. / dia/ animal) se presenta en un rango de 11.5 +3.1 - 14,5+ 4.1,

Es posible presuponer que los sistemas productivos de leche enfrentan problemas relacionadas
con la calidad del alimento destinado a sus animales en virtud del manejo, produccién y
almacenamientc del mismo. Este alimento, bajo condiciones predisponentes, es susceptible a
la infeccion y/o contaminacién por hongos, entre ellos, especies productoras de micotoxinas
que se caracterizan por ocasionar un severo impacto en la salud animal y, a través de los
productos obtenidos de estos animales (carne, leche) comprometer la salud del consumidor. La

caracterizacién social, cultural y laboral de la regién de los Altos, permite hipotetizar que en

este modelo productivo pudieran desencadenarse procesos cronicos de exposicidn a

micotoxinas.
I1.2 Generalidades de Ias micotoxinas

Las micotoxinas son aquellos compuestos producidos pbr el metabolismo secundario de los
hongos, de estructuras quimicas muy diversas y causantes de intoxicaciones agudas, crénicas
y/o desencadenantes de patologias asociadas a la disminucién de la resistencia inmunologica
en humanos y animales. Al presente, se conocen cerca de 300 micotoxinas pero pocas se han
estudiado con detalle (Yiannikouris y Jouany, 2002).

La exposicion a micotoxinas en animales y humanos puede ocurrir a través de diversas vias,
denomindndose “micotoxicosis” a los sindromes ocasionados por estas sustancias. Diversos

factores determinan la severidad de los mismos, entre ellos: toxicidad de los compuestos,



grado de exposicion, edad, estado nutricional del individuo y presencia de otras sustancias
(Peraica ef al., 1999). Las micotoxinas son producidas por un sinniimero de especies fingicas,
entre ellas, los principales géneros de interés en salud humana y animal son: Aspergillus,
Penicillium y Fusarium. En las explotaciones pecuarias importantes pérdidas economicas se
asocian al efecto subclinico de las micotoxinas, entre ellas, aflatoxinas, ocratoxina A,
tricotecenos, fumonisinas y zearalenona (Pittet, 1998).
! .

El ingreso de micotoxinas en la cadena de produccién de los alimentos para consumo humano
y animal puede iniciarse desde la etapa de cultivo, cosecha y almacenamiento de la materia
prima o producto elaborado. El grado de contaminacién alcanzado dependerd de diversos
factores, entre ellos: aeracion, temperatura, disponibilidad de agua, dafio mecénico,
interacciones microbianas, insectos, concentracién de inéculo y capacidad toxigénica de/los

hongos (Alfied y Magan, 2004).

La produccién de micotoxinas no se correlaciona directamente con el crecimiento de hongos,
por lo que la aplicacién de compuestos fungicidas y fungistiticos no necesariamente ocasiona
la alteracion sobre los niveles de las micotoxinas (Peraica y Domijan, 2001). Asi mismo, en
los alimentos pueden encontrarse mds de una micotoxina, ya que una misma especie de hongo
puede producir diversos metabolitos. Residuos de estas toxinas también pueden encontrarse en

alimentos de origen animal como leche, huevos, carne y queso (Spotti ef al., 2005).

La naturaleza de los efectos toxicos observados en animales y humanos a causa del consumo o
exposicion a micotoxinas pueden ser atribuidos a la constitucién quimica “diversa” de las
mismas. Algunas inducen efectos agudos y crénicos a largo plazo resultando en
teratogenicidad y carcinogenicidad (principalmente en higado y rifiones), estrogenicidad o

inmunosupresion, afectando animales y al hombre (D’ Mello ef al., 1999).

IL 3. Aflatoxinas

Las aflatoxinas son una familia de micotoxinas producidas principalmente por Aspergillus
flavus, A. parasiticus y A. nomius. Su estructura quimica corresponde a difuranocumarinas

formadas por la via policétida identificdndose 18 tipos, de los cuales los més frecuentes en los
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alimentos son la By, By, Gy, G2, M, y M, (Figura 4). La AFB; es la forma mas comtin y potente
de estas toxinas (Klich er al., 2000).

La AFB; es biotransformada a través de diferentes vias, particularmente por el sistema
microsomal hepéatico (citocromo P450), dando lugar a por lo menos siete metabolitos (Eaton y

Gallagher, 1994), cada uno con diferente actividad biologica (Figura 5). El principal

metabolito de AFB, es el epéxido reactivo (AFB,;-8,9 exoepdxido y AFB,-8,9 endoepdxido),
i pero la forma exo estd implicada en la formacién de aductos covalentes con el ADN (8,9-
| dihydro-8-(N7-guanyl}-9-hydroxy-AFB, ¢ AFB;-N7-Gua), ARN y proteinas (Iyer et al.,
1994; Osweiler, 1996). AFBll-N7—Gua confiere las propiedades mutagénicas del compuesto
(Wild y Turner, 2002).

H OMe

Aflatoxina B, Aflatoxina G

Figura 4. Estructura quimica de las aflatoxinas



Se han descrito cuatro

vias metabdlicas involucradas en la transformacién de AFBI, que

incluyen: a) alquilacion (AFB; > AFP;); b) Cetoreduccion (AFB; > aflatoxicol), c¢)
epoxidacién (AFB;>AFB,;-8,9-ep6xido)} v &) hidroxilacion (FB;>AFM;) (Figura 6).
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Figura 5. Biotransformacion de la aflatoxina B, a metabolitos reactivos

(Yiannikouris y Jouany, 2002).
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I1.3.1. Biotransformacion de AFB; a AFM;

En ganado. bovino la transferencia de aflatoxinas del alimento a la leche es de suma
importancia cuando consumen raciones contaminadas con AFB;, la mayor parte de esta toxina
se degrada en rumen, mientras que una porcion menor es absorbida para ser metabolizada en
higado a aflatoxina M; (Pettersson, 1997). También, se ha descrito biotransformacion en la
mucosa nasal olfatoria, presentandc mayor actividad que a nivel hepéatico debido a las
diferencias en el perfil isoenzimatico .del citocromo P-450 (Larsson et al., 1989).
Posteriormente los metabolitos aparecen en la leche dentro de las primeras horas después del
consumo y regresan a niveles basales dentro de los 2-3 dias posteriores al retiro de la toxina en
la dieta (Ferbisch ef al., 1986). Enseguida este metabolito se torna relativamente estable y
circula por- la sangre hasta que es eliminado en la leche, orina, bilis o se metaboliza
..{Pettersson, 1997). o

Lia tasa de transferencia para AFM, se presenta en un rango de 0.32 a 6.2 %, con un promedio
de 1.8 % y una desviacion estAndar de 1.22 (Cuadro 2). El grado de biotransformacion que
ocurre en el higado de las vacas que hayan consumido AFB; a través de la alimentacién
depende de la actividad oxidativa y microsomal, individualidad de los animales, raza,
produccion de leche, ausencia o presencia de mastitis bacteriana, entre otros (Price ef al.,
1985; Frobish et al., 1986; Fremy et al., 1987; Munksgaard et al., 1987; Pettersson ef al,
1989; Harvey et al., 1991, Veldman et al., 1992; Veldinan, 1992; Galvano et al., 1996; Chopra
et al., 1999).

La produccién de leche representa un importante indicador de variacién. Los estudioé en
Suecia (Pettersson et al., 1989) y en Holanda (Veldman ef al., 1992; Veldman, 1992) con
vacas de alta produccién mostraron elevada tasa de biotransformaciéon de AFM; de 2.6 % y
2.7 - 6.2 % respectivamente. Veldman, (1992) demostré que la transferencia se incrementa en
aproximadamente 0.1 % por kg de leche producida. El promedio en vacas altas productoras
>25 kg dia'i) es 2.66 = 1.24 %, siendo la principal causa de este efecto la mayor producéién

de leche y en consecuencia mayor cantidad de AFM; excretada.
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| Cuadro 2. Tasa de biotransformacién de aflatoxina B1 de la racién a AFM; en la leche.

Consumo Produccién Concentracién Cantidad Tasa de Cociente
AFB,; lechera de AFM; de AFM, Dbiotransformacién AFM/ATFB, Referencia
ng dia’ kg dia’ ng kg ug dia™ %
39 395 60 2.40 6.20 1.54 Veldman et
34 16.6 40 0.60 1.80 1.18 al,, 1992
14 174 20 0.40 2.60 1.43
33 393 30 1.20 3.80 ' 0.91
57 37.0 60 2.30 4.00 1.05
56 14.8 100 1.40 2.50 1.79 :
78 24.8 80 2.08 2.70 1.02 Veldman, 1992
53 27.8 - 51 1.42 2.60: 0.96 Pattersson ef al.,
108 28.6 99 2.84 2.50 0.92 1989
492 31.8 360 11.45 2.33 0.73 Frobish et al.,
349 14.6 330 4.82 1.38 0.95 1986
2491 323 1500 48.45 1.94 0.60
966 304 620 18.85 ' 1.95 0.64
742 18.5 590 10.92 1.47 0.80
885 20.0 550 11.00 1.33 0.62
17 27.7 25 0.69 4,07 1.47 Price et al., 1985
122 27.7 100 2,77 2.27 (.82
392 27.7 190 5.26 : 1.34 0.48
2049 27.7 12350 34.63 1.69 0.61
589 277 380 10.53 1.79 0.65
56 19.4 16 0.30 0.53 0.28 Galvano et al.,
56 193 16 0.31 0.54 0.28 1996
56 197 16 0.31 0.55 0.28
67 17.6 17 0.30 0.45 0.26
67 17.7 18 0.31 0.47 0.27
67 17.4 18 032 0.45 0.27
57 20.2 44 0.88 1.54 0.77 Munksgaard et
142 19.9 89 1.77 1.25 0.63 al., 1987
226 18.4 141 2.60 1.15 0.62
311 20.1 112 2.24 0.72 0.36 ‘
2400 8.2 1850 15.20 0.63 0.77 Harvey et al.,
‘ 1991
2400 8.2 1990 16.32 0.68 0.83 :
1200 8.2 910 7.46 0.62 0.76
1200 8.2 900 7.38 0.62 0.75 :
3300 21.0 510 10.71 - 032 0.15 Fremy et al.,
1987

Media 1.81 0.79
Desv., 1.22 0.38
Est.
Mediana 1.65 0.65
Méximo 6.20 , 1.79

Minimo 0.32 0.15
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Las vacas afectadas por mastitis presentan una alta eliminacién de AFM; debido a la gran
permeabilidad de las membranas de la ubre (Veldman ef al., 1992). La rutina de alimentacién

y ordefio podria influir en la transferencia, pero esto aun no se ha estudiado.

La estructura quimica de la AFM; corresponde al derivado 4-hidroxi de aflatoxina B, su masa
molecular es de 328 Da y la féormula molecular es C;7H|j07. La AFM; es usualmente
considerada producto de la destoxificacion de aflatoxina B y puede estar presente ademés de
la leche de vaca, en la leche materna humana. Los epéxidos de AFB; y de AFM, generados
por la biotransformacién se unen al ADN, sin embargo se presenta diferencia en el potencial

genotoxico entre la AFB; y AFM, teniendo esta dGltima menor capacidad para inducir a la

-formacion de dihidrodiol (Hussein y Brasell, 2001).

I1.3.2. Mecanismo de accion, toxicidad y destoxificacién

TI1.3.2.1. Mecanismo de accién

“Las aflatoxinas son sustancias altamente téxicas, con efectos inmunosupresores, mutagénicos,

genotdxicos, carcinogénicos y teratogénicos. La Agencia Internacional de Investigaciones

sobre el Céncer encontr6 que existen suficientes evidencias en humanos para considerarlas

cancerigenas, clasificindolas como Grupo 1 (IARC, 2002).

El mecanismo de accidn de las aflatoxinas deriva en una inhibicioén de la sintesis de proteinas
por modificacién de la cadena de ADN y, consecuentemente, la alteracién en la sintesis de

ARN mensajero y en los procesos de transcripcion. El aducto AFB;—N7-Gua es capaz de

- intercalarse en la doble hélice de ADN promoviendo la formacidn de sitios apurinicos. Las

mutaciones inducidas en el ADN estdn representadas por transversiones G>T (Foster ef al.,
1983), G>A (Cariello ef al., 1994), G>C (Levy et al., 1992), siendo la primera de ellas la mas

frecuente. Estas transversiones, los mecanismos de reparacion del ADN y las lesiones

desencadenan la formacién de tumores (Foster et al., 1983).
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El impacto sobre la sintesis de proteina afecta la formacion de enzimas necesarias para el
metabolismo energético y la movilizacion de grasa. Asf mismo, resulta en una disminucién de
las proteinas estructurales, formacion de anticuerpos deficientes y sintesis incompleta de
factores de la coagulacion (Osweiler, 1996). Los efectos citotoxicos vinculados con
aflatoxinas podrian estar asociados con las observaciones realizadas por los estudios de Bonsi
et al, (1999), quienes demostraron que AFB; puede inhibir la actividad nucleétido
fosfodiesterasa en cerebro, higado, corazén y tejidos del rifién. Shen et al, (1995) observaron
la peroxidacién de lipidos y el consecuente dafio oxidativo en los hepatocitos. El higado es

considerado el 6rgano blanco de la aflatoxicosis.

La sensibilidad de las diferentes especies animales varia ain dentro de una misma especie, y la
severidad de la toxicidad depende de la dosis, duracion de consumo, edad, sexo, tipo de
alimento, contenido de la proteina dietaria, presencia de otras micotoxinas. y sustancias
farmacéuticas (Bennett y Klich, 2003). Las aflatoxinas pueden ocasionar diversos signos
clinicos dependiendo de la especie y edad del animal. Aumentan la susceptibilidad a
enfermedades infecciosas al afectar al sistema inmune o bien potencializar la infeccién
bacteriana. Los sintomas de uma infeccion secundaria, enmascaran el cuadro clinico de la
aflatoxicosis. Durante la gestacién pueden afectar a las hembras y progenie (Miller y Wilson,
1994).

La potencia de AFB, y AFM; para inducir dafio al ADN y genotoxicidad fue evaluada en-
Drosophila melanogaster in vivo, demostrandose que la AFM, tiene una actividad genotéxica
menor que AFB; en los mamiferos (Shibahara ef al., 1995). La toxicidad aguda de AFB, en
patos y conejos fue observada con DLso de 0.3 a 0.5 mg kg™’ de peso vivo; en perros 1.0 mg
keg; cerdos 0.62 mg kg''; monos 2.2 mg kg™; pollos de 6 a 16 mg kg™'; en ratas 7 mg kg y en
ratones 9 mg kg (Phillips e al., 1994). La toxicidad de AFM, fue demostrada en patos
jovenes con DLs; de 12-16 pg por ave. El examen histopatolégico mostré lesiones en higado y
necrosis en tubulos renales similares a los causados por AFB; Los estudios de toxicidad
desarrollados en truchas a largo plazo | (12-20 meses), mostraron que el desanollo de
" hepatomas se presénté en dietas que contenian 20 pg kg Estos resultados demuestran que .

este metabolito es un potente carcindgeno de higado pero menor que AFB,; (van Egmond,
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1989). En otros estudios se sugiere que la polaridad de AFM; puede ser asociada con la alta
incidencia de tumores intestinales. No obstante, van Egmond (1989) concluyé que la toxicidad
de AFM; es similar o ligeramente menor que la AFB; en ratas y patos y, que la

carcinogenicidad de AFM; es probablemente 1-2 veces menor que la AFB,.

Figura 6. Mecanismo de toxicidad y caminos metabdlicos involucrados en la

biotransformacion y destoxificacién

I1.3.2.2. Toxicidad

I1.3.2.2a Efectos en bovinos

La AFB, se absorbe via tracto gastrointestinal dentro del sistema portal sanguineo y es
conducida hacia el higado donde se metaboliza. Una porcién de aflatoxina es activada y fijada -

en el tejido hepdtico, algunos metabolitos conjugados de la AFB; solubles en agua, son

excretados por la bilis y van a las heces, otras formas conjugadas solubles en agua, productos
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de la degradacion de AFB; y metabolitos no conjugados de ésta son excretados en el sistema
circulatorio sanguineo y se distribuyen sistémicamente. Eventualmente estos residuos van a la

leche, miisculo y tejidos (Huwig et al., 2001).

En rumen se presenta una aegradacién de las aflatoxinas menor al 10 % para concentraciones
de 1,0 a 10.0 pg mL™, con formacién de aflatoxicol un potente toxico derivado de AFB,
(Auerbach ef al., 1998). Algunas bacterias son inhibidas por concentraciones menores de 10
pg mL! de AFBy, asi estas toxinas llegan a distorsionar el desarrollo y actividad metabolica

de los microorganismos del rumen (Kiessling et al., 1984; Kubena ef al., 1997).

‘Cuando se presenta intoxicacion aguda por aflatoxinas, se caracteriza por inapetencia, letargia,
ataxia, pelo hirsuto y opaco, el animal puede morir en pocas horas o dias. Las principales
lesiones en higado son congestién y hemorragias, acumulacion de 4cidos grasos en higado,
rifiones y corazén y puede ser responsable de encefalopatias y edema (Pfohl, 2000). La
aflatoxicosis .cr()nica es mas comun, los sintomas incluyen reduccién en la eficiencia

alimenticia, de la produccién de leche, ictericia y disminucion del apetito (Nibbelink, 1986).

En vacas lecheras se ha observado disminucion en la eficiencia reproductiva y en la
produccion de leche por el consumo de alimento que contenia 120 ppb de aflatoxinas,
observandose incremento del 25 % en la produccion cuando se retiré ¢l alimento contaminado
(Guthrie, 1979). En otro estudio se observd que la produccién de leche disminuy6 en vacas
alimentadas con 100 pg kg™ de AFB; (Patterson y Anderson, 1982), mientras que una
considerable reduccién se apreci6é cuando se incluyeron de 100-300 ug de AFB, por kg de

peso corporal (Mertens y Wyatt, 1977).

En general los rumiantes son mas resistentes a la mayoria de las micotoxinas que los animales
monogéstricos, esto sugiere que el rumen y su poblacién microbiana juegan un papel
importante en la destoxificacién, sin embargo, cuando la concentracién de micotoxinas es
. elevada la poblacion de protozoarios se ve mds afectada que la fraccion bacteriana lo que

favorece las infecciones (Westlake et of., 1989; Yiannikouris y Jouany, 2002). Sin embargo,
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las aflatoxinas han demostrado afectar de forma negativa la produccién, sistema inmune y-
metabolismo del rumen en los bovinos productores de leche (Hussein y Brasel, 2001). /

I1.3.2.2b. Efectos en humanos

La exposicion de humanos con aflatoxinas se presenta por consumo de productos vegetales
que han sido expuestos a cepas toxicogénicas de A. flavus o A. parasiticus, duranie el
crecimiento, cosecha o almacenamiento. La exposicion secundaria o micotoxicosis secundaria
ocurre por el consumo de productos derivados de animales alimentados con piensos
contaminados con micotoxinas (Williams er al, 2004). Entre los principales alimentos
susceptibles de ser contaminados con aflatoxinas y utilizados como ingredientes en la
alimentacién se incluyen: granos (particularmente maiz, sorgo y milo), cacahuate, frijol v

nueces de arbol (almendras, pistacho, etc), semillas oleaginosas {algodén, almendra de coco

‘seca, entre otros) (FAO, 2004).

Dicha exposicién es considerada un factor de riesgo importante para el desarrollo de
carcinoma primario hepatocelular, Diversos estudios han vinculado la incidencia de cancer de
higado al consumo estimado de aflatoxinas en la dieta (Li et al., 2001). Se ha hipotetizado que
el polimorfismo metabdlico de los genes que regulan el metabolismo de aflatoxinas podria
explicar las diferencias inter especies a la carcinogem’cidad y la gran diferencia entre grupos
humanos. Estudios de monitoreo de aflatoxinas pueden realizarse mediante el analisis de sus
metabolitos en sangre, leche, y orina, ademas de la presencia de aductos de AFB;- DNA y
AFB;-proteinas de la sangre, importantes biomarcadores de exposicién a aflatoxinas (Wild y
Turner, 2002).

La incidencia de carcinoma hepatico primario es elevada en regiones de Africa y Asia.
Aunque las poblaciones de esos paises no fueron probadas serolégicamente con HbsAg

(antigeno de la hepatitis B), el resultado sefialé que las aflatoxinas juegan un papel importante

- en el desarrollo de esta patologia. En 1992, datos epidemioldgicos. apoyaron las observaciones

previas, considerando ademds que el metabolito AFM; eliminado en la leche era un potencial

hepatocarcinégeno de humanos (IARC, 2002).
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Gong et al., (2002}, en sus estudios realizados en Benin y Togo, confirmaron la relacién dosis-
respuesta existente entre la exposicién de aflatoxinas en nifios menores de 8 afios con la
disminucion del crecimiento y el bajo peso. Ademas, algunbs investigadores han observado la
disminucién de vitamina A en higado al incrementarse las concentraciones de aflatoxina
(Turner et al., 2003). La exposicién a aflatoxinas puede también afectar la utilizacion de
selenio y zinc en la nutricién, minerales esenciales para el buen funcionamiento del sistema

inmunolégico (Williams et al., 2004).
11.3.2.3. Destoxificacion y eliminacion

La principal via de destoxificacion utilizada por el organismo para las formas toxicas de las
aflatoxinas (endo y exo-epdxidos) es mediada a través de la conjugacién con Glutation S-
transferasa (GST), reduccién a Glutation (GSH) y la formiacion del conjugado AFB;
(exo/endo) - GSH (Raney et al., 1992; Johnson et al., 1997; Guengerich et al., 1998). Por otra
parte, los epdxidos pueden sufrir una hidrélisis no enzimatica, con lenta épertura del anillo y la
formacién de un dialdehido; el cual no se une al ADN pero si (dado su ionizacidén) a grupos
aminos primarios (bases de Schiff) y, consecuentemente, la formacion de aductos con
proteinas (Raney ef al., 1992). El aducto Aflatoxina-albimina (AF-alb) es uno de los mas
importantes (Sabbioni y Wild, 1991). Pasos sucesivos implican la mediacion del NADPH y la

reduccion del dialdehido a formas dialcohodlicas del mi_smo.

Las principales rutas de excrecién dependeran del grado de polaridad alcanzado pér la
molécula o sus derivados luego de su paso por el rumen y de los procesos de
biotransformacion. Durante la produccién de leche, el elevado caudal sanguineo portando la
forma bioactiva AFM; podria acumularse en las glandulas mamarias, ya que segun
Yiannikouris y Jouany (2002), el paso de este compuesto a la leche podria estar mediado por

un transporte activo o difusion facilitada través del epitelio.
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II.3.3.. Incidencia de AFB; y AFM; en alimentos
I1.3.3.1 Aflatoxina B,

Las aflatoxinas son un importante riesgo para la salud en México por diversas razones: a)
Meéxico es uno de los mayores consumidores de maiz en el mundo con un promedio de 325
g/dia por persona (Elias-Orozco ef al., 2002), b) se importan 6 millones de toneladas de maiz
por afio con un costo de 550 millones de ddlares representando e! 11 % del total de las
exportaciones de Norte Ameérica, ¢) las condiciones de almacenamiento del maiz son
deficientes y no existe un monitoreo regular de la contaminacién con aflatoxinas (Guzman de
pefia y Pefia, 2005). El acuerdo de libre mercado con EUA (TLCAM) ha favorecido la tasa de
importacion de maiz en 140 %, debiendo cumplir este con las siguientes especificaciones:

- Maiz grano roto y material extrafio < 3 % (limite miximo)

- Granos dafiados < 5 % (limite méximo)

- Contenido de humedad < 15 % : .

- Contenido de aflatoxinas < 20 pg kg™ (limite méximo)

El Servicio Federal de Inspeccion de Granos de los EUA (Federal Grain Inspection Service -
FGIS) lleva a cabo programas de inspeccién y acciones tendientes a asegurar la calidad de los
granos comercializados en EUA v en el mercado internacional. No obstante, es necesario
identificar que la calidad del grano en venta sélo es asegurada en el pais de origen, por lo que
el transporte en bodegas con escasas condiciones de almacenamiento, predisponen al riesgo
del desarrollo fiingico y/o sintesis de micotoxinas. Es necesario tomar acciones tendientes a
asegurar el arribo de los granos bajo las condiciones fitosanitarias declaradas al momento del

embarque.

En México, las concentraciones de aflatoxinas en maiz se reportaron en un rango de 15 a 250

pg kg en 1986 (Guzman de Peiia, 1997); A raiz del elevado consumo de maiz en territorio

nacional “120 kg/afio/per cépita” (Guzman de Pefla y Pefia, 2005), estos datos sugieren que la

poblacién podria estar expuesta a los efectos de las aflatoxinas. Ademas Reyes-Velazquez ef
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al. (2005) reportaron la presencia de" aflatoxinas en harina de maiz nixtamalizado (rango 2.7-
17 pg kg™). |

En relacion a los niveles detectados de AFB, en piensos destinados para la alimentacién de los
animales, Flores ef al. (2006) determinaron en México la presencia natural de AFB, durante el
afio 2003. Sus resultados indicaron que ademas de la co-presentacién con otras micotoxinas de
impacto en la salud animal (toxina T2, ocratoxina, citrinina, zearalenona), AFB; estuvo
presente a niveles de 15.32 (rango 5-61), 31.4 (rango 8-77), 5.78 (rango 3-10), 9.55 (rango 2-
35) ppb en racién completa, gluten, maiz y sorgo, respectivamente. Asi mismo, el porceﬁtaje
de muestras positivas con valores superiores a los maximos permitidos fueron 18.7, 60, 0 y 3.1

%, respectivamente.

En un estudio reciente en México se evalué la presentacidn natural de diferentes micotoxinas
durante la etapa de conservacion del ensilado de mafz. Los resultados indican que existe una
simultaneidad de presentacion de las principales micotoxinas de impacto en la salud animal.
En dicho estudio, los niveles de aflatoxinas totales oscilaron desde 12.25 hasta 15.71 ppb
durante los 6 meses del experimento. El andlisis estadistico no determiné diferencias
significativas entre los meses en estudio por lo que los resultados indican que las
concentraciones detectadas de AFT podtian haber sido producidas durante la etapa de cultivo

¥y cosecha del maiz (Reyes-Veldzquez et al., 2008).
11.3.3.2 Aflatoxina M;

‘En una revision realizada por Jonker et al. (1999) encontraron contaminacién por AFM; en
leche y derivados procedentes de diferentes paises de Europa. En Holanda 15 muestras de
derivados de leche presentaron contaminaciones inferiores a 0.02 y 19 muestras de alimentos
para nifios a base de leche estaban contaminadas con AFM, entre 0.02 y 0.06 ppb. En
Alemania 284 muestras de leche liquida mostraron niveles inferiores a 0.01 .ppb. En Francia ¢

- Italia estudios en quesos permitieron detectar AFM, en 311 muestras, encontrandose niveles
de 0.005 y 0.25 ppb, el mayor porcentaje (65 %) presentaba _contaminacioﬁes entre 0.005 y
0.10 ppb.
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Los _estudios realizados por Rastogi et al. (2004) en India demostraron la incidencia de AFM,
en leche fluida destinada al consumo por diferentes grupos etarios, principalmente infantes.
Los resultados indicaron que el porcentaje de muestras positivas fue del 87.3 %. El rango de
contaminacién de AFM, en leche para infantes fue de 65-1,012 ng L™ resultando altamente
superior al resto de la leche fluida (28-164 ng L™). Del total de muestras positivas, el 99 %
excedi6 el limite mdximo permitido por la Comunidad Eﬁropea (50 ng LY y el 9 % del limite
establecido para EUA (0.5 ng L™).

En Argentina, sobre un total de 77 muestras de leche analizadas el 23 % de las mismas
| presentaron niveles entre 0.01-0.03 pg L. Por lo tanto, los resultados indicaron que las
mismas se encontraron por debajo del nivel maximo permitido. Sin embargo, los autores
destacan que AFM; fue detectada de manera mds frecuente en leche en polvo (Lopez ef al.,
-2003). En Brasil, los estudios reé.lizados por Sassahaia ef al. (2005) determinaron la presencia
- de AFM; en el 24 % .de las nijuestras examinadas. Del total de muestras positivas, solo el 7 %

present6 niveles superiores al méximo permitido (0.5 pug L.

- En EUA los analisis realizados por Stoloff et al. (1981) con 992 muestras de productos lacteos
- (leche en polvo, helado de vainilla, yogurt, c{ueso_ Cheddair y Cottage) obtenidos en tres
periodos durante 1979, permitieron observar solo una muestra de queso cottage contaminada
con niveles de 0.3 pg kg de AFM;. Por otra parte, los reportes de la FDA sobre anélisis de
leche reportaron de 1995 a 2000, 0.13 % de las muestras con niveles superiores al limite
‘méximo permitido (FDA, 2000). Se describe que en los estados del norte la contaminacién con
AFM; no es significativa por las condiciones climaticas que prevalecen, En Canadd, el
Ministerio de Salud en 1994 report6 niveles inferiores a 0.5 pg kg™ con promedios de 0.063

ng kg™ en andlisis realizados en muestras de leche (Henry et al., 2001).

Actualmente, México dispone de las regulaciones necesarias en materia referidas a los niveles
maximos permitidos para AFM; pero hasta el momento no se han presentado suficientes
estudios sobre su incidencia en leche fluida o subproductos destinados a consumo humano a

partir de métodos analiticos validados por organismos internacionales.
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Cérdova-Izquierdo et al. (2007) determinaron directamente del tanque colector la presencia de
| AFM,;. Un total de 5 muestras fueron analizadas con la deteccidén v cuantificacion de AFM;
“por HPLC, los niveles encontrados fueron de 2.25 - 3.32 ng L. Debido al bajo nimero de

muestras y escasa descripcion del método de recoleccién no es posibie considerar al mismo

como un antecedente sélido de la presencia de AFM; en leche en México.

Si bien se carece de suficientes investigaciones respecto de AFM;, el Consejo para el Fomento
de la Calidad de la Leche y sus Derivados (COFOCALEC), promueve la calidad de la leche y
sus productos en México a través de la normalizacion y evaluacion de normas mexicanas. La
NMX-F-712-COFOCALEC-2005 especifica la metodologia necesaria para la determinacién
de aflatoxina M, por HPLC dando por tanto, relevancia y antecedentes que sustentan la
necesidad de los andlisis de esta micotoxina en leche.

E-Y

. IL.3.4. Normatividad y Regulaciones para Aflatoxinas

Segin FAO (2004), al menos 99 paises disponen de regulaciones en relacion a las micotoxinas
en alimentos y semillas. Al presente existe suficiente informacion que documenta el impacto
de AFB;, AFB;, AFG; y AFG; en salud animal y humana. No obstante, existen algunos
paiseé con normativas Gnicamente referidas a la presencia de AFB; en piensos y alimentos
destinados a humanos. Es necesario, armonizar las regulaciones vigentes en cada pais y con
aquellos para el cual se tengan intenciones de comercio exterior a fin de facilitar la creacién de
corredores o regiones de integracion. Tal es el caso de lo ocurrido con los paises integrantes de
la Comunidad Europea, MERCOSUR, Nueva Zelanda y Australia. Estos reglamentos, en
acuerdo de todas las partes, regulan numerosos criterios, entre ellos, la recoleccion de
muestras, su procesamiento y andlisis. Los méximos niveles tolerables para aflatoxina B; en
alimentos para humanos es de 1 a 20 pg kg™, este limite se aplica en 17 paises la mitad de
estos son de América latina (MERCOSUR), el resto en Aftica y los Estados Unidos (Guzmén
de Pefia y Peiia, 2005).

La restriccién de los niveles de AFB, contribuye significativamente a la salud publica, siendo

esta toxina la mas importante de las aflatoxinas en términos toxicolégicos. Aunque muchas
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personas estan en riesgo de exposicion a las micotoxinas, los efectos individuales del consumo
no son los mismos porque se diferencian en los hdbitos alimenticios y los niveles de
contaminacién son variables. Se conoce que si una persona de 70 kg ingiere 1 pg dia™ posee
de 14-23‘ ng de los aductos lisina-aflatoxina (AFB; — lisina) en sangre (Liang et al., 1988).
Sabbioni et al. (1987) indican que la exposicion crénica a AFB), resulta en niveles de AFB,-

lisina 30 veces mayores que los producidos por la exposicién a una Gnica dosis.

Dentro de las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) existen regulaciones para los compuestos
toxicos presentes en los alimentos, pero no existe un organismo que verifique la aplicaciéon

correcta de dichas legislaciones presentdndose diversos riesgos para la salud humana y animal.

~ La NOM-188-SSA1-2002 establece los limites méximos permisibles de aflatoxinas en los

cereales destinados para el consumo humano y animal, asi como los lineamientos y requisitos

sanitarios para el transporte y almacenamiertio de los productos (Cuadro 3). Mientras que la

NOM-184-SSA1-2002, establece los limites méximos permisibles para AFM; en leche,

formula l4ctea v producto lacteo combinado destinados al consumo humano en 0.5 pg L.

‘Puesto que la contaminacion con aflatoxinas en alimentos es inevitable, ya que no pueden ser

prevenidas o eliminadas por las précticas agricolas, se han establecido limites permisibles en
diversos alimentos. La presencia de 20 pg kg de aflatoxina By en la racion en base seca de
vacas lecheras resulta en niveles menores a 0.5 ug kg™ de aflatoxina M, en la leche, niveles
recomendados aptos para consumo humano por la FDA, Sin embargo la Comunidad Europea
y otros paises consideran como nivel maximo permitido 0.05 pg kg AFM; en _leche y

productos derivados (Commission Regulation (EC) N. 466/2001).
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Cuadro 3. Limites maximos permisibles de aflatoxinas en los cereales destinados para, el
consumo humano y animal segiin la NOM-188-SSA1-2002

Especie/etapa de produccién Limite miximo pg kg™
- Humanos | 20
- Animales lactantes y bovinos productores de leche 20
- Aves (excepto pollos de engorda) 100
- Cerdos en engorda

25-45kg iOO

>45 kg 200

Maduros destinados a reproduccion 100
- Rumiantes b

Maduros destinados a reproduccion 100

De engorda en etapa de finalizacién ' 300

11.3.5. Medidas de éontrbl y prevencién para aflatoxinas

El control del crecimiento de hongos involucfa el mantenimiento de la integridad fisica de los
granos con el objetivo de limitar su acceso a los nutrientes y el estricto control de condiciones
ambientales tales como el contenido de agua, concentracidon del oxigeno y temperatura. La
sequedad es el punto esencial en los procesos de conservacién de semillas secas, y una
anaerobiosis es el prerrequisito para el almacenamiento de semillas en forma humeda. El uso
de agentes antifiingicos puede proveer garantias adicionales si hay un riesgo predecible
(Huwigh et al., 2001),

Con el objetivo de reducir la presencia de micotoxinas, destoxificar y/o descontaminar los
alimentos, se han investigado diversas estrategias que emplean procesos fisicos, quimicos y
biologicos. Actualmente se conoce con el término descontaminacién a los métodos por los

cuales las micotoxinas son removidas o neutralizadas del alimento. Por otra parte, el término
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destoxificacion hace referencia a métodos que aseguran la eliminacién de las propiedades

toxicas de las micotoxinas (Diaz y Smith, 2005).

El establecimiento de puntos de verificacion para micotoxinas en los sistemas de produccion,
almacenamiento y elaboracién de productos representa quizas una estrategia tendiente a
reducir la presencia de micotoxinas en los productos elaborados y, por ende, disminuir el
efecto asociado al consumo o exposicion a los fnismos. Ademas, existen lineamientos para
evaluar la eficiencia de un programa de descontaminacion y/o destoxificacién. Segin Sinha,

(1998) dichos procesos deberan asegurar:

a) inactivacion, destruccién o remocion del compuesto téxico

b) no resultar en la deposicion de residuos, sustancias téxicas o bioproductos en el
alimento

¢) retener el valor nutricional del alimento

d) no afectar la tecnologia del proceso de elaboracion del producto

e) destruccidn de las esporas fingicas

Los .procesos fisicos de descontaminacién emplean la separacion de las particulas
contaminadas por medio de la accién mecanica o a través de las propiedades diferenciales de
densidad entre granos contaminados y no contaminados. Estos procesos no han demostrado
gran eficiencia debido quizés a los impedimentos préicticos para su ejecucion. Por otra parte,
los procesos fisicos de destoxificacion hacen uso de la irradiacién, la desactivacion térmica y
la extraccién por solventes. Este dltimo método constituye un proceso eficiente para
destoxificar las micotoxinas de los alimentos, pero sus elevados costos lo convierten en
impréctico. En especial las aﬂatoﬁinas se destacan por ser altamente estables durante los
procesos de calentamiento y presentar un comportamiento variable durante la exposicion a la

luz UV.
. Los métodos quimicos de destoxificacion persiguen la degradacion estructural del compuesto

a través de su exposicion con acidos, bases, aldehidos, bisulfitos, agentes oxidantes y gases

(Phillips et al., 1994). Por otra parte, algunas experiencias han demostrado la destruccion de
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ciertas micotoxinas con monoetilamina, ozono, hidréxido de calcio y amonio. Debido a que
estos Ultimos dos procedimientos se destacan por reducir efectivamente los niveles de

aflatoxinas en las materias primas, piensos y alimentos, se describen brevemente:

Amoniacién: es un procedimiento utilizado para la destoxificacion de alimentos contaminados
con aflatoxina en algunos paises como Brasil, Sudéfrica, México, Suddn, Senegal, Francia,
Ucrania y algunos estados de EUA. Este procedimiento consiste en emplear amonio (0.5-2.0
%) bajo condiciones controladas de humedad (12—-16 %), presidn (45-55 psi [3.2-3.9 kg cm’™
?]) y temperatura (80-100 °C) durante 20-60 min. El procedimiento modifica quimicamente la
molécula de aflatoxina en compuestos menos téxicos o con una magnitud inferior en varios
ordenes con relacion a la molécula original. Los productos de reaccion (AFT-amonio) en
semillas de algoddn y maiz estan representados por ser compuestos de tipo volétil (12-14 %),
extraibles con cloruro de metilesxo (20-24 %) o con metanol (6-13 %). El procedimiento de
amoniacién a temperaturé ambiente requiere de 3-6 semanas, reduciendo efectivamente las
concentraciones de aflatoxina pero es necesario analizar los productos de reaccidon debido a
que las condiciones difieren de la descrita originalmente (Park y Price, 2001). Las principales
desventajas de este método quimico es la inefectividad contra otras micotoxinas. Asi mismo,
existe un riesgo asociado con ¢l posible deterioro de la salud animal por los posibles residuos
de amonio en los alimentos (Huwig et al., 2001). No obstante, se destaca un incremento en las
concentraciones de nitrobgeno total y mno-proteico, proteina cruda, soélidos solubles,
aminoécidos con residuos-SH, lisina y azicares reductores en las raciones y alimentos tratados
por amoniacion. Este método se aplica en EUA bajo aprobaci(’)n' con el objeto de incrementar

los niveles de nitrégeno no-proteico en piensos y raciones (Park y Price, 2001).

Nixtamalizacidon o coccidén alcalina: constituye un procedimiento tradicional, pre-hispanico,

" para la coccidn del maiz y elaboracion de tortillas en México, Guatemala y otros paises de
América Central. Cuando es realizado adecuadamente, se produce una significativa reduccién
(95 %) de la concentracién de aflatoxinas en el producto final (Guzmén de Pefla et al., 1995;
Méndez-Albores et al., 2004). No obstante, estudios posteriores indican que los residuos de la
molécula podrian adquirir nuevamente su conformacion bajo condiciones acidas (Lopez-
Garcia y Park, 1998).
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Por ultimo, los métodos bioldgicos son poco usados en la practica y estos incluyen
procedimientos de fermentacién con microorganismos obteniendo conversiones lentas e
incompletas (Huwig et al., 2001). No obstante, Teniola er al., (2005) informan una
significativa reduccién de AFB; en cultivos liquidos y extractos libres de células de
Rhodococcus. erythropolis DSM 14303, Nocardia corynebacterioides (= Flavobacterium
aurantiacum) DSM 12676, N. corynebacterioides DSM 20151 y Mycobacterium
Sfluoranthenivorans sp. nov. DSM 44556T. Durante la precosecha de cacahuate y algodén en
EUA, se han realizado estudios diseminando en €l cultivar cepas no-toxigénicas de Aspergillus
Sfavus y/o A. parasiticus. Esta estrategia intenta desplazar por competencia las cepas nativas o

salvajes por aquellas incapaces de producir las aflatoxinas (Cole y Cotty, 1990).

Otra altefnativa es ¢l uso de probidticos con capacidad de unir y remover AFB,. En este
campo de estudio se destacanlas bacterias 4cido lacticas (BAL). Las BAL estdn conformadas
.por un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas no espornlados (+) caracterizadas por
producir 4cido lactico como producto final de la fermentacion de los carbohidratos (Axelson,
2004; Gratz, _2007). Solamente se usan como probidticos algunas cepas del género
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L. reuteri, L. plantarum, L. rhamnosus)
con la capacidad de remover AFB; de manera mas rapida y eficiente que cultivos de bacterias
Gram negativas (ElNezami et al,, 1998; Bueno et af, 2007). Peltonen et al. (2001),
demostraron que la habilidad de unir AFB, presenta importantes diferencias ain en espeéies
relacionadas. Esta unién especifica de bacterias a AFB), se correlaciona con su potencial para
reducir la mutagenicidad de AFB; en las pruebas de Ames para Lactobacilli y Bifidobacteria
(Hosoda et al., 1997; Lankaputhra y Shah, 1998).

Por otra parte, la quimioproteccién implica el uso adecuado de factores dietarios nutritivos o
no, debido a que existen numerosos reportes que detallan la influencia de los mismos en la
toxicidad de las aflatoxinas. El contenido de grasa en la dieta, las vitaminas y la presencia de
selenio modulan los efectos hepatocancerigenos de las aflatoxinas, Los factores no nutritivos
incluidos en las dietas pueden ser: hidroxianisolbutilado (a,ntioxidanfe) ¢ indol-3 carbinol,
entre otros (Galvano et al., 2001). La busqueda de agentes para quimioprotecién se ha

focalizado en productos naturales, de alta disponibilidad y econémicos que podrian ser usados
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para inodular el metabolismo de las aflatoxinas (activacion, .destoxiﬁcacién). Numer(;sos
ﬁtocjuimicos incluyendo: isotiocianatos y indol-3-carbinol a partir de especies de Brassica
(Manson et al., 1998; Kensler ef al., 2005), flavonoides obtenidos de té verde (Luo ef al.,
2006) son investigados por su potencial para inactivar la fase I y/o induccién a fase II
(destoxificacion). Esto conduciria en el futuro a la posibilidad de disponer de dietas o

alimentos anticancerigenos (Gratz, 2007).
I1.3.6. Uso de agentes adsorbentes

Uno de los métodos mas recientes propuestos para la prevencién de las micotoxicosis, consiste
en el uso de sustancias inertes llamados adsorbentes, que se adicionan a los piensos durante el
proceso de elaboracién (Magnoli, 2002). Estas sustancias se caracterizan por disminuir la

biodisponibilidad de lasstoxinas en el tracto gastrointestinal del animal huésped al formar

. complejos que se eliminan con las heces.

Una gran variedad de materiales adsorbentes, tales como, carbén activado, bentonitas, zeolitas,
aluminosilicato de sodio y calcio hidratado (HSCAS), valjiedades de arcillas, resinas sintéticas
de intercambio idnico (colestiramina y sustancias poliméricas como polivinﬂ-polipirrolidona)
han sido evaluados exitosamente en la adsorcién de numerosas micotoxinas (Huwig et al.,
2001). Es importante destacar que no existen suficientes evidencias de que estas sustancias
adsorbentes disminuyan significativamente el valor nutricional de las dietas mediante el
secuestro de vitaminas, amino4cidos y minerales esenciales. Recientemente, se ha propuesto el
uso de levaduras o Lactobacillus spp. para adsorber micotoxinas. El uso de estos ultimos

aditivos representa beneficios en otros aspectos de la alimentacion animal.

La reaccién de los adsorbentes con las micotoxinas es similar a una reaccién quimica
exergénica. Entre los principales aspectos que determinan la capacidad de adsorcién se

destaca: la estructura fisica del adsorbente, la carga total y su distribucion, el tamafio de los

poros y el darea superficial disponible. Al menos dos propiedades deberfan reunir los

adsorbentes para asegurar su uso en dosis pequefias en la racién:
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a) elevada afinidad

b) elevada capacidad de adsorcion

Spotti et al., (2005) evaluaron en estudios “in vifro™ la eficiencia de adsorcion de difereﬁtes
secuestrantes, empleando como diluyentes fluido raminal y agua en un modelo semejante al
metabolismo de animales con rumen. Los resultados experimentales obtenidos bajo
condiciones controladas de laboratorio no necesariamente reflejan el comportamiento de los
adsorbentes bajo experimentos “in vive”. Asi mismo, es necesario considerar que el uso de los
agentes secuestrantes no estd aprobado para su uso como tal en procesos de prevencién de
micotoxicosis, sino como agentes aglutinantes en las formulaciones de tipo pellets. Los
productos de arcillas son reconocidos como seguros (GRAS) por la FDA cuando se emplean
como agentes de flujo y estabilizadores no excediendo el 2 % en base seca (Code of Federal
Regulations Part 582:£727 y 582.2729).

Actualmente, existe un enorme mercado para el comercio de los adsorbentes. Estos productos
se destacan como adsorbentes para micotoxinas pero sélo unos pocos poseen reportes
experimentales que respalden de manera efectiva su uso bajo condiciones “in vivo”. Diaz y
Smith (2005) resaltan las caracteristicas de los principales ingredientes que componen los

adsorbentes de uso actual.

Carbén activado (CA): las propiedades secuestrantes del CA dependen de diferentes factores,

entre ellos: tamafio de poro, 4rea superficial, estructura de la micotoxina y dosis (Galvano et
al., 2001). El area superficial especifica varia entre 500 m? g a 3500 m? g! para CA a base
de lignina. Algunos resultados demuestran que el uso de CA en pollos a 6 mg AFB, y 200 mg
CA kg de peso corporal no presentaron alteraciones funcionales en higado como parte del
estudio de funcionalidad del citocromo P450, tasa de metabolismo microsomal y actividad
sérica oxala-acética glutamica transferasa. Por otra parte, resultados contradictorios han sido
obtenidos por Kubena et al. (1990) administrando CA al 0.5 % en alimentos balanceados de

polios.
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Zeolitas: pertenecen a este grupo los silicatos que contienen tetrahedros de SiO4 y ALO4. La
carga resultante negativa de estos Atomos permite la union de compuestos cargados
positivamente. Favorece su capacidad secuestrante, la presencia de grandes poros que
permiten la inclusion de cationes (sodio, potasio), agua y amonio. Estos poros pueden
interconectarse para formar amplios canales de tamafio variable. Las zeolitas se caracterizan
por perder o absorber agua sin dafio en su estructura cristalina. Al menos, 45 minerales se
hallan descritos por pertenecer al grupo de las zeolitas, las cuales pueden ser divididas dentro
de silicatos, zeolitas sintéticas y minerales fosfatos con estructura similar a las zeolitas. Se
describen al menos 120 variaciones estructurales. Dvorak, (1989) describe la efectividad “in
vitro” de estos minerales. Las concentraciones adicionadas en las raciones pueden ser
proximas al 1 % pero algunos reportes indican la disminucién de fosforo sérico (Scheideler,
1993). Asf mismo, la clinoptilolita (zeolita) ha sido evaluada por su capacidad de unién a
componentes dietyrios moduladores de la aflatoxicosis (Mayura e al., 1998). Ademds,
-algunos reportes indican sus efectos benéficos en prevenir la absorcién de las micotoxinas en

el tracto gastrointestinal,
El grupo més extenso de adsorbentes estin compuestos a partir de silicatos minerales. Este
grupo se divide en: filosilicatos (montmorillonitas, bentonitas, caolinas y complejos de tipo

arcilla-mica) y tectosilicatos (zeolitas).

Montmorillonitas y Bentonitas: La montmorillonita constituye el principal componente de las -

bentonitas las cuales son capaces de intervenir en procesos de intercambio idnico. Las
bentonitas pueden ser clasificadas como de sodio, magnesio, calcio y potasio siendo utilizadas
como aditivos estabilizantes de suspensiones. Lindemann et . ‘(1993) informan el efecto de
las bentonitas de sodio (0.5 %) en dietas contaminadas para cerdos (800 ug AFB, kg™)
observandose que dicha suplementacion fnejoré las concentraciones de urea en sangre,
albiimina, actividad aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (ALP) y y-glutamil
aminotransferasa (GGT). En la actualidad, numerosos reportes sobre €l uso de estas sustancias

demuestran los efectos benéficos en diferentes especies animales de interés pecuario.
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HSCAS: entre las arcillas minerales (zeolitas naturales), los aluminosilicatos hidratados de Na
y K son los més frecuentemente empleados y estudiados como componentes de los productos
secuestrantes para micotoxinas. Su capacidad de adsorcién no distingue entre cationes y/o
aniones. Desde 1987 existen reportés que documentan su uso (Phillips ef o!., 1987; Davidson
ét al., 1987). Ademas, este agente se emplea como aditivo para reducir la humedad en piensos
y mejorar las propiedades de flujo de la materia durante el almacenamiento y transporte. Las
experiencias realizadas “in vitro” han demostrado la capacidad de unir AFB; con elevada
afinidad y estabilidad. Las porciones B-carbonil en la molécula de aflatoxina han sido
observadas por ser el principal sitio de unién con los atomos de aluminio del HSCAS. Ramos
y Hernandez (1997) realizaron una revisién de literatura de mds de 20 articulos donde se
documentaba en experimentos “in vive” la capacidad de prevenir los sindromes asociados con
la aflatoxicosis en pollos, pavos, cerdos y ganédo lechero. Numerosas publicaciones registran
el uso de HSECAS a niveles del 0.5 % en la racion alimenticia. De la misma forma HSCAS ha

demostrado ser seguro para su uso en humanos (Wang et al., 2005).

Colestiramina:-es una resina sintética de intercambio anidnico utilizada para la absorcién de
4cidos biliares en el tracto gastrointestinal de humanos como terapia para reducir niveles de
colesterol. Esta resina ha demostrado “in vitro” la capacidad de secuestrar ocratoxina y otras
micotoxinas. Su uso ha sido limitado en estudios con animales debido al elevado costo de la

misma (Solfrizzo et al., 2000).

Glucomananos esterificados de paredes celulares: estos componentes son obtenidos de S.

cerevisiae. Originalmente, el uso de la ¢célula en su totalidad permitié identificar componentes
especificos de unién a micotoxinas. La biotecnologia ha permitido obtener componentes
modificados de pared con alto grado de especificidad. Los glucomananos esterificados
presentan una elevada capacidad de adsorcién, razén por la cual permite su inclusion en las
dietas a niveles inferiores al 0.1 % (1-2 kg Ton™) y, consecuentemente, con un minimo

impacto en la formulacion de la racién alimenticia.
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11.3.6.1. Pruebas in vitro

Existen varios métodos desarrollados para evaluar la capacidad de los adsorbentes para unir
AFB;. Entre ellos, se destacan aquellos que evalian la eficiencia de adsorcidn, es decir, la
absorcion resultante luego de que el complejo adsorbente-AFB,; es sometido a la accion de
condiciones fisico-quimicas que pudieran favorecer su disociacién. En rumiantes y no
rumiantes, el paso gastrointestinal del complejo ocurre a través de diferentes pH con lo cual
las fuerzas de unién pueden ceder, liberando en parte las moléculas de AFB; inicialmente
adsorbidas. Lemke ef al. (2001) reportaron un modelo que evaltia la eficiencia por medio de
un digestor que simula el metabolismo de animales. No obstante, la presencia de flora ruminal
puede afectar la formacién del complejo. Spotti ef al. (2005) desarrollaron un método que
emplea fluido ruminal obtenido de animales fistulados para incluir la flora del rumen como.
factor durante la adsorcién. Sus resultados indicaron que HSCAS, zeolita y bentonita fueron
capaces de adsorber el 100 % de AFB,. Clinoptilolita alcanzo el 80 % de adsorcion para AFB;
y los resultados de PHIL 75 no fueron superiores al 40 %.

Las pruebas in vifro no son suficientes para determinar la capacidad de un adsorbente y su
posterior comportamiento in vive, no obstante representan una alternativa de bajo costo en
relacion al uso de pruebas con animales. Las experiencias in vitro para adsorbentes de tipo
mineral son similares a aquellas empleadas con agentes probidticos con capacidad de unir
micotoxinas, entre ellas: AFB;-S. cerevisiae o AFB,-Lactobacillus spp. (Haskard e al., 2001).
Estas pruebas permiten incluso calcular las isotermas de adsorcién y predecir ¢l modelo
tedrico de la reaccién en su punto de equilibrio, experiencias realizadas por Bueno ot dl
(2007). Luego de realizar pruebas in vitro / in vivo, es posible establecer el grado de
correlacion entre ambas metodologias. Los resultados de la suplementacién con bentonita (in
vitro) al 1 % de Spotti et al. (2005) se correlacionan con aquellos de Nageswara Rao y Chopra
(2001) (in vivo) empleando, estos ultimos, cabras lactantes y evaluando la reduccion en la
eliminacion de AFM; en leche (>60 %). Asi mismo, puede ocurrir que las discrepancias entre
los métodos in vitro / in vivo puedan llegar a ser de hasta el 50 %, tal es el caso de los
resultados obtenidos con una clinoptilolita por las experiencias de Spotti ez /. (2005) y Lemke

et al. (2001), respectivamente.
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Asf mismo, en los estudios realizados por Diaz et al., (2002) se evalud la capacidad de
diferentes adsorbentes comerciales para unir AFB; bajo condiciones de mdxima solubilidad
para esta micotoxina. Por otro lado, se evalud la desorcién bajo condiciones fluctuantes depH
que podrian favorecer la ruptura del complejo AFBj-adsorbente y permitir nuevamente la
biodisponibilidad en el tracto gastrointestinal. Asi mismo, se destaca en dicha prueba el uso de
adsorbentes a base de bentonita de sodio y de calcio, carbén activado y en especial uno que
integra el uso de glucomananos esterificados obtenidos de la hidrélisis de paredes celulares de
S. cerevisiae. Los resultados indicaron que todos los adsorbentes evaluados, independiente de
su composicion, demostraron una fuerte habilidad para unir AFB; (superior al 95 %). Asi
mismo, la desorcién luego de producirse los cambios de pH no fue estadisticamente

significativa en los adsorbentes evaluados.
IL3.6:2. Pruebas in vive

No es posible encontrar suficientes antecedentes referentes a pruebas con adsorbentes en

animales, en especial vacas productoras de leche. Asi mismo, igual situacién se presenta con

‘la disponibilidad de datos referentes a calidad de leche y/o salud animal durante la

-experimentacion. Entre los posibles factores que condicionen el desarrollo de éstas se

incluyen: a) variables metabélicas, b) variables de conducta y consumo de alimento, ¢) manejo

‘de los animales, d) costo asociado al uso de los animales, etc. No obstante, el uso de

adsorbentes y su evaluacion ha sido extensamente desarrollada en pollos y aves de corral
(Miazzo ef al., 2000; Santin ef al., 2003; Eraslan et al., 2005).

Battacone ef al. (2003) evaluaron en ovejas la eliminacién de AFM; en leche a diferentes dosis
de AFB,. Sus resultados demostraron que la eliminacién de AFM; es menor a la ocurrida en
vacas, ademds de presentar elevada variabilidad entre ovejas. Por otro lado, las eXperienéiaS
realizadas por otros investigadores demuestran mediante pruebas de ELISA que el uso de
adsorbentes en vacas lecheras reduce la eliminacién de AFM; en leche a partir de dietas
contaminadas naturalmente con AFT, siendo las bentonitas de sodio y las paredes de levaduras
los mejores secuestrantes usados, No obstante, no se reportaron datos sobre calidad de la leche
obtenida (Diaz et al., 2004; Stroud, 2006). |
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II.

III. HIPOTESIS

Los niveles de aflatoxinas en raciones de bovinos y de AFM, en leche cruda se

encuentran en niveles que superan los limites permitidos por las normas oficiales.

El uso de adsorbentes que incluyen extractos de cultivos de levaduras de
Saccharomyces cerevisiae reducen de manera mas eficiente que los adsorbentes
minerales lds niveles de aflatoxina M, en leche de animales expuestos a aflatoxina
Bi.
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IV. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:

1. Determinar la contaminacién natural con aflatoxinas en la racién de bovinos y aflatoxina
M; en leche cruda proveniente de establos ubicados en 8 municipios de la regi6n de los Altos

y Ciénega, Jalisco.

2. Evaluar los adsorbentes montmorillonita, clinoptilolita y extracto de cultivos de levaduras
de Saccharomyces cerevisiae para aflatoxina B; en raciones de bovinos contaminadas
artificialmente y determinar su correlacion con la presencia de AFM, y pardmetros de calidad
de la leche.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.1. Cuantificar los niveles de aflatoxinas totales en la racién de bovinos recolectadas de

40 establos ubicados en 8 municipios de la region de los Altos y Ciénega, Jalisco.

1.2, Cuantificar los niveles de AFM, en leche cruda recolectada del tanque enfriador de

los 40 establos ubicados en 8 municipios de la regi6n de los Altos y Ciénega, Jalisco.

2.1, Desarrollar un método de exposicién para AFB; en bovinos productores de leche a

fin de determinar la eficiencia de los adsorbentes para micotoxinas.

2.2. Evaluar el uso de adsorbentes (aluminosilicatos naturales y glucomananos
esterificados derivados de paredes celulares de levaduras) en raciones contaminadas
artificialmente de bovinos a fin de reducir la absorcion de aflatoxina By y la presencia de

aflatoxina M, en leche.

-2.3. Evaluar la calidad de la leche cruda por la ingesta de raciones contaminadas con

aflatoxina B, con y sin adsorbentes.
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V. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se caracteriza por ser de dos tipos:

I. La evaluacién de la contaminacién por aflatoxinas en alimentos de bovinos y de AFM; en
leche es una investigacion de tipo observacional, comparativa y prospectiva.
II. La evaluacion de adsorbentes en bovinos es de tipo experimental, prospectiva y

comparativa.

V.1. Contaminacién natural con aflatoxinas en la racién de bovinos y aflatoxina M, en
leche cruda proveniente de establos ubicados en 8 municipios de la region de los Altos de

Jalisco

-t

El procedimiento analitico para determinar la contaminacion con aflatoxinas se realizd
empleando equipos comerciales para la determinacién inmunoenzimética (ELISA) de AFT y
AFM, provistos por Romer Labs. El protocolo se realizé acorde a las especificaciones del

fabricante.
V.1.1, Muestreo

Las muestras de leche y alimento animal de la regién de los Altos y Ciénega, Jalisco, se
tomaron durante el periodo Septiembre-Octubre del 2007. Ocho municipios fueron
seleccionados (Acatic, Jalostotitlan, Ocotldn, San Juan de los Lagos, Tepatitldn, Tototldn,
Valle de Guadalupe y Zapotlanejo) considerando 5 establos en cada uno de ellos (n=40)

caracterizados por producir al menos 700 litros de leche por dia (Figuia .

La recoleccion de leche (2 litros/establo) se realizé directamente de la vélvula principal del
tanque enfriador de cada establo, Las muestras se mantuvieron refrigeradas hasta su anélisis,
en un plazo no mayor a 72 h. Asi mismo, se recolectaron muestras de raciones de los bovinos
en cada establo paia determinar la contaminacién por aflatoxinas totales (AFT) acorde a la
legislacion de la Comunidad Europea. Las muesiras se analizaron en el Area de

Micotoxicologia del laboratorio de Residuos Téxicos II del Departamento de Salud Puablica
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del CUCBA. Por otra parte, se realiz una encuesta basica para revelar las aptitudes,

condiciones y manejo de los establos. La encuesta se compuso con los siguientes datos:

a) del Establo v de su Productor: nombres, localidad, municipio

b) de la Composicidn del hato: nimero de animales en periodo activo

¢) de la Produccidn de leche: cantidad de litros por dia del establo

d) de la Tecnificacion: uso de equipos, tanques, sala de ordefia.

e) del Alimento y uso de secuestrantes: tipo, proporciones en la racién.
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Referencia: ( $) municipios

Figura 7. Ubicacion de los municipios en la region de los Altos y Ciénega Jalisco (México)

examinados durante Septiembre-Octubre del 2007.
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V.1.2. Extraccién, deteccion y cuantificacién de aflatoxinas (AFT) en alimento para

bovinos

Las muestras globales de alimento (3 kg) fueron reducidas representativamente por cuarteo. 20
gde muestra se utilizaron pata la extraccion de AFT con 100 mL de metanol:agua (70:30 v v°
Y. Para el proceso se agregaron 200.pL del conjugado a cada pocillo conteniendo los
estandares y muestras (100 puL) previamente ﬁltradaé. Después de mezclar, se transfirieron

100 pL a los pocillos con anticuerpos y se incubd durante 15 minutos, Se eliminé el

| contenido, y se lavaron los pocillos (5 veces). El exceso de agua fue secado. Se adicioné 100

uL de sustrato a cada pocillo y se incubé durante 5 minutos, la reaccién se detuvo al agregar
100 pL de solucién stop (solucién de H3S04 git). Los resultados de densidad dptica (DO) se
obtuvieron en un lector de Elisa (Biotek 800) utilizando el filtro de 450 nm. Las
concentraciones fueron calculadas por extrapolacion de DO con la respeciva curva de

calibracion.
V.1.3. Extraccién, deteccion y cuantificacion de AFM, en leche

La leche se homogenizé manualmente a 37 °C en bafio Maria, 50 ml se centrifugaron a 3000

X g durante 10 min previo enfriamiento de la muestra a 4 °C / 30 min. Se separd la grasa por

filtrado, 100 uL de estindares y muestras se agregaron a los pocillos y se incubaron en

agitacion a 100 rpm/60 min a temperatura ambiente. Después de lavar (3 veces), se
adicionaron 50 ul. del conjugado y se incubd nuevamente en agitacién a 100 rpm/30 min,
Luego de descartar el contenido, se lavaron nuevamente los pocillos (3 veces). Se agregaron
100 pL de solucidon substrato y se incubaron en oscuridad durante 40 minutos. La reaccién se
detuvo con 100 pL de la solucién stop y se procedid a determinar la densidad 6ptica (DO) en
un lector de ELISA (Biotek 800) utilizando los filtros de 450 y 630 nm para lectura y

‘referencia, respectivamente. Las concentraciones se calcularon por extrapolacion de la DO con

la respectiva curva de calibracion.
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V.1.4. Analisis estadistico

Los niveles promedio de contaminacién con AFT en la racién totalmente mezclada (RTM) y
de AFM; en leche de los municipios estudiados fueron analizados mediante el ANOVA é. un
nivel de significancia del 95 %. La determinacién de las diferencias estadisticas entre
municipios se realizé mediante la prueba de Tukey aplicando el programa Sigma STAT v3.1

para Windows. El anélisis descriptivo de las variables encuestadas fueron procesadas por

- medio de la aplicacion SPSS v15 para Windows.

V. 2. Evaluacion del uso de adsorbentes en las raciones de bovinos'
V.2.1. Cultivo y produccién de aflatoxina B,

Una cepa de Aspergillus parasiticus NRRIL.2999 fue utilizada para la produccién de AFB,.
Esta cepa se mantuvo en medio de cultivo Agar Extracto de Malta (AEM) a 28 °C.

V.2.1:1. Produccién de aflatoxinas

La produccién de aflatoxinas se realizé seglin la metodologia de Shotwell ef al. (1966). Para
ello se colocaron 50 g de arroz tipo grano largo en matraces Erlemmeyer de 250 mL de
capacidad, los cuales fueron hidratados con 25 mL de agua y esterilizados a 121 °C por 30
minutos (dos dias consecutivos). El arroz fue inoculado con discos de agar de 6 mm de

didmetro provenientes de una colonia de 4. parasiticus NRRL2999.

Los matraces inoculados se incubaron a 28 °C de 8-10 dias en oscuridad. Luego de la
incubacién, el arroz fermentado se esterilizé con vapor (121 °C, 20 min) para inactivar formas
vegetativas y esporas de 4. parasiticus. Previo a su molienda, el arroz fue secado a 60 °C en

estufa de aire forzado durante 24 h, finalmente se moli6 y almacendé a 4 °C hasta su

_ incorporacion en la dieta de los animales.
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V.2.1.2. Andlisis de Aflatoxina B, por cromatografia en capa fina (CCF)

125 mL de metanol: agua (60:40), 2 g de NaCl y 80 mL de hexano se adicionaron a 25 g de
arroz molido. Después de 30 minutos de agitacion, la mezcla se filtré por pap'el Whatman N°
2. De la capa inferior se tomaron 25 mL y se colocaron en una ampolla de decantacién
agregando 25 ml de cloroformo y se agité durante ! min colectando la fase inferior. Una
segunda exfraccion con 15 mlL de cloroformo se realizé y finalmente los exiractos

cloroférmicos reunidos se llevaron a sequedad en rota evaporador (80 °C).

El residuo seco fue resuspendido en 10 mL de tolueno: acetonitrilo (9+1) v se aplicaron (1- 2
uL) sobre una cromatoplaca de silica gel 60 sin indicador de fluorescencia (Merck 5553).
Como sistema de solvente se utilizé cloroformo: acetona (9:1) desarrollando a temperatura
ambiente en camara sin saturar. La observacién de las placas se realizé-bajo luz UV a 366 nm.
Para realizar la cuantificacién se utilizé un estandar de AFB; [1,2635 pg mL! en
tolueno:acetonitrilo (9+1) Sigma, St. Louis, MO, USA].. El analisis de las cromatoplacas se

realizé mediante la aplicacion TLSee v2.0 para Windows.

V.2.2. ‘Efecto de tres absorbentes sobre la eliminaciéon en leche de AFM,.

El presente estudio se desarrollé en el Centro de Biotecnologia Animal, Rancho Cofradia
ubicado en el km 7.5 de la carretera a San Isidro Mazatepec, en la poblacion de Cofradia
Municipio de Tlajomulco de Ziafliga, Jalisco y el laboratorio de micotoxinas del Departamento
de Salud publica del CUCBA de la Universidad de Guadalajara.

V.2.2.1 Animales

Se seleccionaron 12 animales de la raza Holstein, libres de cojeras, salivacion excesiva y

descargas oculares y nasales. Asf mismo, los animales presentaron posturas, movimientos y

sonidos apropiados para su edad, sexo, raza y condicion fisioldgica.

40



El cuadro 4 muestra las caracteristicas de los animales seleccionados durante la experiencia.
La produccién de leche presenté un promedio de 27.9 + 2.8 kg/dia/animal durante la seleccién
y aclimatacién de los animales. Por otra parte, los niveles de aflatoxina M; presentes en la
leche durante esta fase fueron de 0.02 pg L. Finalmente, los pardmetros se mantuvieron en

sus niveles promedios para cada animal durante la experimentacion,

Cuadro 4. Caracteristicas de los animales seleccionados para el desarrollo de la prueba in vivo

Modelo Niucleo Modelo Integral

Condicidn corporal 2.7 27
Edad (afios) ' 32 3.2
Numero de partos 2 2
Produccion de leche (kg) 27.9 o 25.1

Niveles de AFM; en leche (ug L™) 0.02 0.02

Limite de cuantificacién AFM: 0.02 pg L

En las etapas pre, durante y post-experimento, se monitoreé y registré la conducta animal para

asegurar que no disminuyera el consumo de alimento.
V.2.2.2. Alimentacién

Durante la experiencia los animales recibieron 9 kg de alimento concentrado por dia, basado
en maiz y suplementos minerales, El forraje se ofrecié a libre acceso considerando el peso de
cada animal. Esta formulacién alcanzé los requerimientos minimos dietarios y energéticos

especificados por el NRC.

El alimento principal estuvo compuesto de ensilado de maiz, producido por el “Rancho
Cofradia” destinado para la alimentacién habitual de su hato. El culti\}o_ de maiz fue cosechado
cuando alcanzoé el 30 % de humedad. El corte fue de manera mecdnica en fragmentos de 0,95

cm de longitud. Para la manufactura del ensilaje se utilizé el silo tipo trinchera, ubicado en las
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- instalaciones del Rancho Cofradia. La superficie fue cubierta con una capa plastica,
permaneciendo cerrado durante 30 dias. A fin de asegurar la calidad nutricional de este, antes
y durante la experiencia, se determiné: proteina (P, AOAC 954.04), humedad y materia volatil
H, MV, AOAC 930.36), extracto etéreo (EE, AOAC 954.02), cenizas (CN, 942.05) y,

extracto libre de nitrégeno y materia seca (MS) por diferencia.

La exposicion de los animales a aflatoxina B; (40 pg kg MS) se calculé de acuerdo al
consumo de materia seca de 21 kg de los animales, considerado para la produccion de leche.

De esta manera se estimé la inclusion diaria de 800 ug kg™ de AFB;.
V.2.2.3. Instalaciones

Se construyeron cuatro corrales individuales de 60 m” dentro dé& establo del Rancho Coftadia
y en cada corral se alojaron grupos de tres animales con el fin de mantenerlos dentro de su
habitat y de! manejo del establo, también fueron adaptados comederos individuales en el corral
de inseminacion del establo para asegurar la ingesta total de la AFB,, los adsorbenfes
- utilizados fueron aluminosilicatos naturales (montmorillonita v clinoptilolita) y extractos de

cultivos de levaduras de S. cerevisiae (MOSC).

V.2.3. Modelos experimentales
V.2.3.1. Modelo Nicleo _ ,

Consistié en un disefio cuadrado latino con cuatro grupos o tratamientos, tres animales por
grupo y cuatro periodos de 11 dias. Los cuatro grupos o tratamientos se identificaron como: 1)
Testigo; 2) AFB; + montmorilonita; 3) AFB, + clinoptilolita; 4) AFB; + extractos de cultivos
de levaduras de S. cerevisiae (MOSC). El tratamiento testigo se define como la dieta
contaminada con AFB; sin el adsorbente. Los animales del grupo dos y tres recibieron los
adsorbentes a razén de 40 g/ _animal / dia, y ¢l tratamiento cuatro recibi6 15 g/ animal / dia.
Todos los tratamientos incluyeron 40 ug kg de AFB; en base a la materia seca ingerida. La

duracion de la prueba fue de 44 dias.
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Para todos los tratamientos, cada periodo de ll-dias fue dividido en dos sub-periodos (A y B).
En los primeros seis dias (subA) los animales fueron alimentados con dieta libre de AFB, e
incluyeron el adsorbente correspondiente a cada tratamiento excepto por el grupo testigo, este
sub-periodo A permitié monitorear la presencia de AFM] previa exposicion a AFB, ‘ademés
de retornar a valores basales la concentraciéon de AFM, al finalizar los periodos dos, tres y
cuatro (Cuadro 5). Durante el sub-perfodo B (duracién cinco dias) todos los grupos fueron
alimentados con la formulacién AFB; + adsorbente, excepto el testigo, el cual solo recibié
AFB,. Al final de cada periodo, los animales fueron rotados, de manera que todos los grupos
forrnfldos recibieron todos los tratamientos, con la finalidad de minimizar efectos del

comportamiento asociado al consumo de alimento, metabolismo, produccion lactea e

individualidad del animal.

De acuerdo al modelo Nucleo, la exposicién a AFBl‘ se regkizo después del suministré del 50
% de la raci6n integral (concentrado + ensilado de maiz), la cual se proporcion6 después de la
-ordefia matutina. Para la administracion de los tratamientos, los animales fueron conducidos al
corral de inseminacién adaptado con la finalidad de asegurar la ingesta en los niveles
~previamente descritos. La administracién se realizd en comederos individuales y se
proporcioné el “Nucleo” (AFB; con o sin adsorbente en 280 g de concentrado). Una vez que

recibieron los tratamientos se les regresé a los corrales y recibieron el resto de la racién,

Cuadro 5. Disefio experimental para la exposicion a AFB; con y sin adsorbentes.

SUB - PERIODO A

11213741516

N

A.FM1 | |

AFB, [

' ICL= Indicadores de calidad de laloche

11 dias 11 dias 11 das 11/ 44 dias
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V.2.3.2. Modelo Integral

El presente modelo se realizé bajo un disefio de bloques o periodos con un grupo experimental
conformado por cuatro animales que cursaron cuatro periodos de 11 dias (duracion de 44
dias). Los animales fueron seleccionados al azar de los previamente evaluados. En forma
similar que en Modelo Nucleo, cada periodo se dividié6 en dos sub-periodos (A y B),
previamente deseritos. La diferencia consistié en que un solo grupo de animales recibi6 todos
los tratamientos de manera secuencial. Tanto la AFB; como los adsorbentes se incluyeron
primeramente en el concentrado y posteriormente se mezclaron con el ensilado, de manera que
toda la racién totalmente mezclada (RTM) presentd una distribucion homogénea y fueron

consumidos en el total de la racién suministrada por dia.

Los cuatro bloques o periodos se ordenaron de la sigiiente manera; 1) Testigo (AFBy); 2)
AFB; + montmorilonita; 3) AFB + clinoptilolita; 4) AFB; + MOSC. Los tratamientos fueron
formulados de igual manera que para el Modelo Nacleo. La prueba se inicié con el bloque uno
o Testigo, para continuar sucesivamente con los bloques dos, tres y cuatro. Se emplearon los

corrales previamente adaptados, sin traslado al corral de inseminacién.
V.2.4. Andlisis de aflatoxina M; en leche

Durante los dias 6, 10 y 11 de cada periodo de los dos modelos de exposicion (Nicleo e
Integral), se recolectaron tres litros de leche de la mafiana y tres litros por la tarde,
correspondientes a cada animal (n=192). Obteniendo una muestra compuesta, a partir de la
cual se determind la presencia de AFM;. La extraccidn, deteccion y cuantificacion de AFM; se
realiz6 de acuerdo al protocolo AOAC2000.08.

Se calent6 la leche a 37 °C y centrifug6 a 2000 x g para separar la grasa. La fase acuosa se
filtré por papel Whatman N° 2 y del filtrado se pasaron 50 mL al reservorio de la columna de
 inmunoafinidad (STARLINE, Romer Labs), La columna se 1avé con agua y seco bajo flujo de
nitrégeno. La AFM; se eluy6 con acetonitrilo (4 mL) y secé con flujo de nitrégeno a 45 °C. El

residuo se resuspendié en 200 pL de agua: acetonitrilo (75:25 vol/vol).
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Una alicuota de 50 LL del extracto se inyect6 en el sistema HPLC/FLD. El sistema consistié
de una bomba AGILENT 1100 (Palo Alto, CA, USA) y un detector de fluorescencia
programable AGILENT 1100, conectados a una estaciéon de trabajo AGILENT (ChemStétion
Rev. A.10.01). Las separaciones cromatograficas se realizaron en una columna de fase reversa
(C18, 250 mm x 4.6 mm., 5 pm) (Beckman Coulter, Ultrasphere), conectada a una
precolumna (C18, 20 mm x 4.6 mm., 5 um, Phenomenex). La fase movil empleada fue agua:
acetonitrilo (3:1), a un flujo de 0.8 mL min™. Las longitudes de excitacién y emisién fueron de
365 nm y 435 nm, respectivamente. La deteccidn y cuantificacion se realiz6 utilizando el

método de] estandar externo determinando la medida del 4drea bajo la curva.

V.2.5. Anilisis de AFB; por HPLC en las raciones destinadas a la alimentacién de
bovinos |

.El alimento fue examinado para determinar el nivel de exposicion natural de los animales a
AFBy;. Se recolectaron tres kg del alimento integral cada tercer dia y se redujeron
representativamente las muestras por el método de cuarteo. La deteccion y cuantificacién de

-las aflatoxinas fueron realizadas siguiendo la metodologia AOAC 2003.02 y 994.08.

A 50 g de muestra se le adicionaron 250 mL de acetona:agua (85+15 v v'I) luego de agitar
enérgicamente por 30 seg se llevaron a agitacién constante por 30 min. Posteriormente, el
extracto se filtro a través de papel Whatman N° 4 y 2 mL del filtrado se diluyeron en-100 mL
en matraz volumétrico aforando con solucién salina amortiguada o agua destilada (pH=7;
SSB). Del extracto diluido, 50 mL se colocaron en el reservorio de una columna de
inmunoafinidad (Aflatest, Vicam). La AFB, se eluyé con 1.25 mL de metanol (grado HPLC).
Finalmente, el extracto fue llevado a sequedad con Ny y resuspendido en 1 mL de
acetonitrilo:agua (9+1 v/v). Se derivatizé antes de inyectar al HPLC tomando una alicuota de
200 pL del extracto con 700 uL de solucidn derivatizante [4cido trifluoroacético/acido acético
glacial/agua (20:10:70)] durante 8.5 min a 65 °C segin la metodologia propuesta por
~ Trucksess et al. (1994). Una alicuota de 50 pL de la solucién fue inyectada en el sistema
HPLC (descrito en el punto V.2.4.).
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La fase movil utilizada fue agua:acetonitrilo:metanol (4:1:1), a un flujo de 1.5 mL min™. Las
longitudes de excitacion y emision fueron de 360 nm y 440 nm, respectivamente. La deteccién
y cuantificacién se realizé utilizando el método del estandar externo determinando la medida

del area bajo la curva.
V.2.6. Anilisis estadistico

Los resultados de la deteccion de AFM; en la leche en ambas pruebas o Modelos
expetimentales fueron analizados utilizando ANOVA a un nivel de significancia del 95 %. La
determinacion de las diferencias entre promedios se realizé6 mediante prueba de Tukey. Se

utilizo el paquete estadistico Sigma STAT v3.1 para Windows.
V.3 Evaluacién del estado del animal y de la-talidad de la leche

Antes del inicio de la prueba y durante la misma se obtuvieron muestras de sangre de los
animales en experimentaciéon con la finalidad de realizar exdmenes hematoldgicos y de
‘quimica sangﬁinea. Las muestras de sangre se recolectaron al momento de la seleccion, y
durante la experimentacién (ambos Modelos) con la finalidad de monitorear el estado de salud
de los mismos. La sangre de cada animal fue dividida en dos alicuotas, una de ellas, tratada
con EDTA, utilizada para el recuento de células. La fraccién sin anticoagulante permiti6
determinar la quimica sanguinea y los niveles de las enzimas TGO (iransaminasa oxala-
acética) y TGP (transaminasa pirtvica), indicadoras inespecificas de funcionalidad y dafio

hepético.

La calidad de la leche fue evaluada de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NMX-F-700-
COFOCALEC- Sistema Produccion Leche-Alimentos-Lacteos-Leche cruda de vaca. Un total
de 128 muestras de leche, obtenidas durante los 88 dias de experimentacién, fueron
examinadas para determinar su calidad. Se consideré un muestreo antes y después de la
~exposicién a AFB, por vaca en todos los periodos y en ambos modelos experimentales. Los
andlisis a realizar fueron porcentaje de grasa, protefna, solidos totales y solidos no grasos. Las

determinaciones se realizaron por el método infrarrojo (IR).
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V.4. Financiamiento

Para la realizacion del presente trabajo se contd con el apoyo Institucional del Programa P3E
{Universidad de Guadalajara), ademés del financiamiento por parte de las Empresas Bayer de
México, Sud — Chemie y Técnica Mineral S.A. de C.V. El costo total del Proyecto se aprobd
con un monto de $ 180.000 MN. |

e
W
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VL RESULTADOS Y DISCUSION

VIL1. Contaminacién natural con aflatoxinas en la raciéon de bovinos

El andlisis del alimento en los establos productores de la regién de los Altos y Ciénega, Jalisco

permitié detectar aflatoxinas totales (AFT) en el 92.5 % de las raciones de bovinos

- productores de leche. Los niveles fluctuaron de 4.82 —24.90 pg kg™ (promedio = 10.84 + 5.84

ug kg'"). La cuadro 6 y la figura 8 muestran los niveles promedio de aflatoxinas totales en la

racién de los 8 municipios evaluados,

Cuadro 6. Niveles de aflatoxinas totales por municipio pertenecientes a la regién de los Altos

y Ciénega, Jalisco.

Mumicipios AFs Totales (ng kg™)
' Positivos
Rango Media +DE ESM
(%a) '
Acatic 100 5.83-13.11 10.15b 2.88 1.29
~ Jalostotitldn 60 495-991 6.90b 2.65 1.53
Ocotlan 100 6.61 - 8.30 7.57b 0.68 0.30
San Juan 80 4,.82-13.95 8.23b 4.04 2.02
Tepatitlin 100 17.99 -24.90 22.04a 2.84 1.27
Tototlan 100 489-722 5.99b 1.00 0.45
Valle de
Guadalupe 100 5.99-18.35 12.89% 5.53 247
Zapotlanejo 100 6.40-17.13 10.85b 430 [.92

DE; desviacién estandar ESM: error estdndar de la media

Ref. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadistica (P< 0.05) entre municipiqs.

Limite cuantificacion AFT = 4 ng kg
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El andlisis estadistico demostré diferencia estadistica entre los municipios (P< 0.05), siendo
mayor la contaminacién por aflatoxinas en las muestras recolectadas en el municipio de
Tepatitlan. Del total de muestras analizadas para AFT, 3 (9.3 %) presentaron niveles
supetiores a los permitidos por la Norma Oficial (20 pg kg™), todas provenientes del

municipio de Tepatitlan.

Los resultados encontrados en el presente estudio demuestran la presencia de aflatoxinas
durante el periodo evaluado, si bien, los niveles detectados en la mayoria de los municipios se
encuentran por debajo del limite permitido por la NOM 188-SSA1-2002, es importante
considerar qﬁe los niveles podrian fluctuar durante diferentes épocas del afio. Aun cuando
Tepatitlan present6 niveles de AFT superiores a la Norma Oficial, este nivel de exposicién no
ha sido relacionado con efectos en los pardmetros productivos de bovinos productores de
leche. Guthie (1979) determiné efectos sobre la eficiencia reproductiva y produccién de leche
cuando el consumo fue de 120 pg kg de AFT. Se destaca que la reglamentacién para
establecer los limites maximos de AFT (20 pg kg”) fundamenta este nivel de accién al -
considerar la tasa de biotransformacion promedio (1.8 %) en rumiantes productores de leche y
el potencial riesgo a la Salud del consumidor por la presencia de residuos de AFM, en niveles

superiores a 0.5 pg L.

Los reportes de otros investigadores relacionados con aflatoxinas en raciones de bovinos y en
alimentos procesados concuerdan con los encontrados en la presente investigacion. Destacan

los trabajos desarrollados en los pafses de Asia, Oceania y Europa.

Binder et al. (2007) reportan la contaminacién por aflatoxinas en ingredientes y alimentos para
consumo animal. De un total de 1,291 muestras de granos y alimentos terminados para
animales obtenidas de la regién de Asia-Pacifico, se encontrd contaminacion por AFB; enel 3
% (media 35 pg kg, 34 % (media 38 ug kgl) y 63 % (media 52 pg kg™') de las muestras

correspondientes a las regiones Norte, Sureste y Sur respectivamente. En Europa ¢l porcentaje

de contaminacion fue de 28 a 33 %, los niveles promedio fluctuaron de 10 pg kg (Norte de

Europa) a 67 ug kg (Sur de Europa). En Oceania la contaminacién fue del 22 % con valores

promedio de 34 pg kg™'. El maiz fue el ingrediente mds frecuentemente contaminado, seguido
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por el trigo y harina de soya. El alimento terminado para animales preéenté niveles promedio

de 24 ug kg™ y, en ensilados y rastrojos de 10 pg kg™

En América los reportes se concentran en EUA, Canada y paises sudamericanos. Durante el
periodo 1989-1991, Wood (1992) realiz6 un estudio sobre la contaminacién con micotoxinas
en diferentes regiones agricolas de EUA, entre ellas, Arkansas, Texas, Oklahoma, Virginia y
Maryland. En dicha inlvestigacic’m se observé alta contaminacién por micotoxinas en maiz y
cacahuate. Los niveles de AFT en el maiz destinado a consumo animal se incrementaron
durante 1991, destacando el mayor porcentaje de muesiras positivas en los estados de
Arkansas, Texas y Oklahoma, estados que presentaron niveles superiores a 300 pg kg". En
otro estudio realizado en el estado de Georgia, Chamberlain ef al. (1993) determinaron niveles
promedio de 73 ug kg de aflatoxinas en muestras de maiz.

En Brasil, Rodriguez y Sabino (2002) presentaron la revisién de 128 articulos publicados
durante 1991-2000 relacionados con micotoxinas. El 30 % de las publicaciones correspondian
~ a trabajos sobre la contaminacion en alimentos para consumo humano y animal. El cacahuate
y productos derivados para consumo humano presentaron los mayores niveles de aflatoxinas.
Destacan los estudios realizados por Correa ef al. (1997), Nordin y Luchese (1998) y Oliveira
et al. (1998) en Sao Paulo, Rio Grande do Soul y Amazonas, en dichos estudios los nivéles

fluctuaron de 10 a 4,130 pg kg

Por otra parte, en Colombia se reporté la presencia de AFB; en alimentos para consumo
animal. De un total de 200 muestras de matérias primas y alimentos terminados se encontré
contaminacién en el 29 % de las muestras, los niveles oscilaron entre 1.0 y 66.1 pg kg
(Céspedes y Diaz, 1997).

En Meéxico, Flores ef al. (2006) determinaron la presencia natural de AFB; en granos y
alimentos de uso pecuario. Los niveles promedio detectados en la racién completa fueron de
15.32 pg kg™, en maiz de 5.78 pg kg y en sorgo de 9.55 pg kg™. Los resultados indicaron
ademés la co-presentacién con otras micotoxinas de impacto en la salud animal como toxina

T2, ocratoxina, citrinina, zearalenona.
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As{ mismo, Reyes et al., (2008) evaluaron la presentacién natural de diferentes micotoxinas
durante la etapa de conservacién del ensilado de maiz. Los resultados indicaron que existié
simultaneidad de presentacion de las principales micotoxinas de impacto en la salud animal.
En dicho estudio, los niveles de aflatoxinas totales oscilaron de 12.25 a 15.71 ug ke El
andlisis estadistico no determiné diferencias significativas entre los meses en estudio por lo
que los resultados indican que las concentraciones detectadas de AFT podrian haber sido

producidas durante la etapa de cultivo y cosecha del mafz.

Si bien, los estudios realizados por Buccio el al., (2001) indican que la contaminacién del
maiz con aflatoxina en México pudiera ocurrir principalmente durante el almacenamiento y no
durante las diferentes etapas del cultivo. Diferentes reportes informan las condiciones medio-
ambientales que favorecen la sintesis de aflatoxinas en etapas pre- y pos-cosecha. Se destacan
las altas temperaturas y périodos de sequia durante el desarrollo del cultivo (Widstrom ef al.,
- 1990). Asi mismo, durante ¢l almacenamiento altas temperaturas y humedad aunada al dafio
causado por roedores e insectos favorecen la colonizacién y/o desarrollo de especies
_ ﬁotencialmente productoras de aflatoxinas (Widstrom, 1992). Bajo condiciones deficientes de
almacenamiento que incluyen temperatura, humedad y tensién de gases, la sintesis y

acumulacion de aflatoxinas pudiera ocurrir.

Como parte de este trabajo fue posible identificar la variabilidad en las pricticas y/o manejo
del alimento en los productores de la region estudiada de Jalisco. El anélisis de la informacién
obtenida de los propietarios de los establos permitié suponer que en la region de los Altos y
Ciénega del estado de Jalisco las précticas de manejo, produccién y/o almacenamiento de los
alimentos destinados a las raciones pudieran favorecer la sintesis y/o acumulacién de
micotoxinas (AFT, AFB,;) debido al empleo de labores de tipo familiar (70-80 ‘%), con

mediano asesoramiento y tecnificacion.

En términos generales, los establos de la zona estudiada se caracterizaron por mantener a los
animales semiestabulados, consumir forrajes como rastrojo de mafz o alfalfa deshidratada, y
solo temporalmente ensilados de maiz, segfin disponibilidad. El suministro de alimento

concentrado depende de la produccién de leche y en algunos establos se mezcla con el forraje,
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o bien se proporciona a los animales durante la ordefia. Estos factores condicionaron el
muestreo, atribuyéndose la variabilidad de los niveles de AFT y AFM,. Ademas debe
destacarse que ¢l almacenamiento del alimento es deficiente, ya que se mantiene en la mayoria

de los casos, en bodegas improvisadas y en ocasiones a la intemperie.

Ademés, debe mencionarse que actualmente se ha incrementado el uso de granos secos de
destileria (DDG), y derivados de cerveceria, lo cual se observd en algunos establos estudiados.
Estos subproductos se destinan principalmente al consumo del ganado para evitar su
eliminaciéon y posterior contaminacién en el ambiente y representan un alto riesgo de
exposicidn a micotoxinas al concentrarse después del procesamiento hasta triplicar los niveles
inicialmente presentes. Por lo tanto, deben incluirse en los programas de monitoreo al igual

que las materias primas convencionales.

"1

R

Fl gi'ado de tecnificacion y aspectos relacionados con la higiene de la sala de ordefia fueron
igualmente heterogéneos. Las salas de ordefia fueron variables, observandose de tipo ristico y
tecnificadas (carrusel, rotativas, de espina de pescado, entre ofras). A partir del afio 2002, las
empresas que obtienen la leche de esta region realizaron un emplazamiento hacia los
productores de los Altos para que dejaran de participar de las entidades colectivas de
comercializacién de leche fria (tanques de enfriamiento de uso comin) a fin de elevar los
estandares de calidad del producto (Gomez et al., 2003).

- Por otra parte, se pudo observar que el 32.5 % de los establos incorporaban adsorbentes para

micotoxinas en el alimento, siendo en todos los casos bentonita de sodio. Dicho adsorbente se
®

agregé en una proporcién de 4 kg Tn' de concentrado (32 g a cada animal por dia). El

principal municipio que se destac por el uso de estos aditivos fue Acatic (100 %), seguido

por San Juan y Valle de Guadalupe (60 %) y, finalmente, Jalostotitldn y Tepatitlan (20 %).
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VL2. Contaminacién natural con aflatoxina M; en leche cruda

Se encontré contaminacion por AFM; en el 80 % de las muestras (Cuadro 7), destacindose los

municipios de Acatic, Jalostotitlan, Valle de Guadalupe y Zapotlanejo por presentar el 100 %

de muestras positivas, mientras que el municipio de Tepatitldn presentd el menor porcentaje

(40 %). Se consideraron muestras positivas aquellas en que los niveles fueron mayores a 0.005

pg L. Los niveles detectados fluctuaron de 0.006 — 0.065 ng L7 de leche (media 0.023 +

0.016 ug LY. Todas las muestras de leche presentaron valores pof debajo de los permitidos
por la NOM-184-SSA-1994 (0.5 pg L™) y solo tres (9.4 %) estuvieron sobre los niveles

permitidos por la Comunidad Europea.

Cuadro 7. Niveles de aflatoxinas M, por municipio pertenecientes a la regién de los Altos y

Ciénega, Jalisco. =

AFM, (ng L")

Municipios

Positivos (%) Rango Media +DE ESM
Acatic 100 0.014 - 0.065 0.035 0.020 0.008
Jalostotitlan 100 0.015 - 0.055 0.030 0.017 0.008
Ocotlin 60 0.006 - 0.030 0.016 0.013 0.007
San Juan 80 0.017-0.061 0.031 0.021 0.010
Tepatitlan 40 0.006 — 0.009 0.008 0.002 0.002
Tototlan 60 0.009 - 0.012 0.010 0.002 0.001
Valle de 100 0.006- 0.027 0.014 0.009 0.004
Guadalupe :
Zapotlangjo 100 0.010 - 0.046 0.027 0.014 0.006

* Ref. Limite cuantificacién AFM;= 0.005 pg L. DE: desviacién estdndar. ESM: error estindar de la media.

54



Se destaca que el presente estudio no détermin() una posible correlacién entre el consumo de
AFT y los niveles de eliminacién de AFM; en leche, asi como por el efecto del uso de
adsorbentes de micotoxinas en las raciones. Esto fue considerado debido a que en los
municipios estudiados durante el periodo de recoleccidn de muestras, los establos empleaban
diferentes técnicas para el manejo del alimento (previamente descritas), 1o cual condiciona la
distribucion de las micotoxinas en la racion y por tanto una fuente de variabilidad en los
resultados obtenidos. A fin de poder establecer una correlacién en futuros estudios, se
recomienda incrementar el nimero de establos a muestrear en cada municipio, ademas de

categorizar los mismos de acuerdo al manejo empleado durante la alimentacion.

Los resultados observados en el presente estudio pueden compararse con los reportados en
otros paises. Si bien algunas determinaciones fueron realizadas por cromatografia de liquidos,

la mayoria utilizaron métodos inmunoenzimadticos (ELISA),

Destaca la contaminaci6én en pafses Asidticos como Irdn y Turquia. Los estudios realizados
por Oruc ef al. (2005) mostraron contaminacion con AFM; en 115 muestras de leche
procedentes de Turquia, siendo todas las determinaciones realizadas por la técnica de ELISA.
Las concentraciones de AFM, fluctuaron de 0 - 0.212 pg L (media de 0.078 pg LYy de
0.012 - 0.164 pg L7 (media de 0.072 pg L") en valles y regiones montafiosas,
respectivamente. No se observé diferencia significativa entre las regiones, encontrandose que
el 60 % de las muestras estudiadas excedian los limites establecidos por la Unién Europea. Asi
mismo, Tarik Haluk et al. (2005) encontraron 64 % (n=85) de muestras de leche con niveles

de AFM, que excedian los limites permitidos.

En Irdn, Abolfazl-Kamkar, (2005) detectaron AFM; en 111 muestras de leche en un rango de
0.015 - 0.28 pg L. Se detectd que el 40 % de las muestras positivas presentaron niveles
supetiotes al limite méaximo tolerable, En otro estudio Tajkarimi et al. (2007) evaluaron la

contaminacién de AFM; por HPLC en 98 muestras de leche recolectadas de tanques

- enfriadores en 5 regiones de Irdn. Las muestras presentaron niveles entre 0.041 - 0.065 pg L7,

(media 0.039 pg L_"), ninguna super6 los limites establecidos por la FDA (0.5 pg LY.
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En la India, Rastogi et al, (2004) detectaron niveles elevados de AFM, en leche y

subproductos mediante la técnica de ELISA. El 87 % de las muestras (n=87) fueron positivas

y, de estas el 99 % excedieron los niveles permitidos por la Comunidad Europea. Sélo el 9 %

de las muestras superaron los limites maximos permitidos por la FDA, Previamente, Vasanthi

y Bath, (1988) detectaron niveles de AFM; de 0.052 0.3 ug L.

Es importante mencionar el impacto de AFM; en los derivados de 1a leche como los quesos,
ya que el proceso de fabricacién implica la concentracion de los componentes de la leche, lo
cual puede incrementar los niveles de contaminacién (Prandini ef al., 2008). En Turquia, se
detectd la presencia de AFM; en quesos reportandose un rango de 0.006-0.6 pg L. Todas las

determinaciones fueron realizadas por ELISA (Yaroglu ef al., 2005).

En Europd, los reportes sobre la contaminacion por AFM| muestran porcentajes de incidencia
y niveles variables, entre estos, destacan los realizados por Rodriguez-Velasco er al. (2003),
quienes reportaron 3.3 % de incidencia de AFM; en leche recolectada de establos de la
provincia de Ledn, Espafia. Los niveles promedio de AFM,; fueron 0;02 + 0.005 pg Ly 0.017

-+ 0.003 pg L' cuando se analizaron con ELISA y HPLC, respectivamente. En contraste, en

Grecia el porcentaje de incidencia de AFM; fue del 50.6 %, mientras que los niveles fueron
menores a 0.005 pg L (Markaki y Melissari, 1997). En Portugal se determin® la presencia de
AFM, en 96 muestras de yogurt. En ¢l caso de yogurt de fresa y natural, el porcentaje de
contaminacién fue de 33 % y 4.2 %, respectivamente. Los niveles fluctuaron desde 0.019 -
0.098 ug kg™ (Martins y Martins, 2000).

Con respecto a Latinoamérica, Lopez et al. (2003) reportaron la presencia de AFM, en 18 de
77 muestras de leche obtenidas en Argentina (23 %). El periodo de recolecciéﬁ se realiz6 de
marzo a septiembre de 2002, encontrando niveles de AFM en el rango de 0.01 a 0.03 pg L,
valores por debajo de los maximos permitidos. En Brasil, Garrido ef al. (2003) encontraron
AFM] en 29 muestras de leche (20.9 %) con niveles de 0.05-0.24 ug L. En Colombia, el
estudio. realizado durante 2004-2005 por Diaz y Espitia, (2006), determinaron la
contaminacion por AFM; en leche para consumo humano mediante HPLC. Sobre un total de

241 muestras recolectadas, los niveles de contaminacion fluctuaron de 0.011 - 0.289 ug Lt
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En EUA, Stoloff et al, (1981), analizaron muestras de leche en polvo, helado de vainilla,
yogurt, queso Chedar y Cottage, no detectando contaminaciéon por AFM,, excepto por una
muestra de queso Cottage que present6 niveles de 0.3 pg kg™, Por otro lado, el Centro para la
Seguridad Alimentaria y Nutricion Aplicada de 1a FDA reporté contaminacion por AFM, en
4.6 % de 4,225 muestras de leche cruda, los niveles promedio fueron de 0.05 ug kg, Durante

- 1996 del total de las muestras, 0,13 % mostraron niveles mayores a 0.5 pg kg™'. De 1998 a

2000 se encontré contaminacion por AFM; en la regién suroeste (n= 5,801), medio oeste (n =
438) y en el suroeste (n = 13,093), detectandose del 72 al 100% de las muestras niveles de 0-
=0.5 ug kg, En los estados del suroeste se reportd 21 % (n = 3,942) de las muestras de leche
contaminadas con niveles menores al limite permitido y 0.78 % con niveles mayores a 0.5 ug
kg (FDA, 2000).

En Mégxico, Cordoba- Izquierdo et al. (2007) analizaron la incidencia de AFM, de muestras

tomadas de un tanque enfriador ubicado en el estado de Hidalgo. Cada muestra fue tomada
con un intervalo de una semana y analizadas por HPLC. Los niveles fluctuaron de 0.225 a
0.332 pg L. Debido al nimero limitado de muestras analizadas, es necesario realizar més
estudios que permitan evaluar la incidencia de AFM; en la leche asi como los niveles de
contaminacion presentes en diferentes regiones productoras. Ademds, es importante promover
la implementacion de programas de vigilancia para el cumplimiento de la normatividad

vigente.

Es importante considerar que la contaminacion por AFM; reportada en los diferentes paises
presenta variaciones debido a los sistemas de alimentacién, a factores propios de los animales
y ambientales, asi como por los procedimientos analiticos utilizados (Galvano et al., 1996).

V1.3. Evaluacion del uso de adsorbentes en las raciones de bovinos

Durante los dos experimentos (modelos Niicleo e Integral) fueron determinados los niveles de

~AFM; previo exposicion a AFB, (subA). En ambos casos, la presencia de AFM; fue siempre

detectada después de la exposicién a AFB,, acorde con estudios previos (Allcroft y Roberts,

1968; Trucksess et al., 1983). Se ha documentado que la exposicién a AFB; en bovinos
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productorés de leche determina la presencia de AFM; en un lapso de 48 h posterior al
consumo del alimento. Al interrumpir el consumo de AFB, (subA), los niveles promedio
detectados de AFM; en leche fueron de 0.027 - 0.032 pg L'\, 1o cual concuerda con otros
estudios (Applebaum et al., 1982; Veldman et al., 1992; Caggioni y Pietri, 1999; Battacone et
al., 2003, Diaz et al., 2004; Battacone ef al., 2005), donde fue demostrado el retorno de la

concentracion AFM; a niveles basales en leche en un lapso de 72-96 h.

VI.3.1. Modelo Nicleo

La figura 9 presenta los resultados obtenidos de la eliminacién de AFM; en leche por la
exposicion a 40 pg ke de AFB,. El grupo testigo presenté una concentracién de 1.343 +
0.341 ug L' de AFM, en leche. Respecto a los niveles de eliminacién de AFM; por los grupos
tratados con adsorbentes, los resuitados mostraron concentraciones de 1.084 + 0.421, 1.106 +'”‘
10423 y 1.193 + 0.353 pg L™ para montmorillonita, clinoptilolita y extractos de cultivos de S,
cerevisiae (MOSC), respectivamenfe. No se encontré diferencia estadistica entre los

tratamientos (P> 0.05).

El porcentaje de reduccion de AFM, en leche por efecto de la inclusion de los adsorbentes en
la dieta se presenta en la figura 10. Los valores fueron de 19 %, 17.6 % y 11.2 % para
montmorillonita, clinoptilolita y MOSC, respecto al tratamiento testigo. No se presentd

reduccién estadisticamente significativa entre los tratamientos (P> 0.03).
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VI32 Modé]o Integral

Bajo este modelo experimental, los. resultados permitieron observar diferencias estadisticas
entre tratamientos (P< 0.05). Los niveles de AFM, en leche del grupo testigo que no recibi6
ningiin adsorbente y solo incluyé AFB; fueron de 0.736 + 0.096 pg L mientras que los
niveles para los grupos que recibieron montmorillonita, clinoptilolita y adsorbente MOSC
fueron de 0.492 + 0.097 ug L™, 0.465 + 0.081 ug L v 0.649 + 0.100 pug L™, respectivamente
(Figura 11)_El porcentaje de reduccion de AFM; en los grupos que inbluyeron adsorbentes fue
de 33.2 %, 36.8 % y 12 %, respectivamente (Figura 12). La disminucién en la eliminacién de
AFM; en leche por parte de los grupos que incluyeron montmorillonita y clinoptilolita fue
diferente estadisticamente tanto al grupo testigo como al que recibié el adsorbente MOSC, el

cual a su vez no mostré diferencia estadistica con el testigo (P> 0.05).
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" Figura 11. Niveles de aflatoxina M; en leche cruda (ug L") durarite la exposicién a AFB;
(Modelo Integral). Las literales indican diferencia estadistica (P< 0.05)
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Figura 12. Porcentaje de reduccién de AFM; en leche por efecto de los adsorbentes
(Modelo Integral})

En la literatura existen pocos reportes sobre la eficiencia dé adsorbentes de micotoxinas en
vacas productoras de leche. Entre los estudios relacionados se encuentran los de Harvey et al.,
(1991), quienes analizaron el efecto de un aluminosilicato de sodio y calcio hidratado
(HSCAS) incluido en alimento de vacas productoras de leche. Los resultados obtenidos por la
inclusién al 0.5 % del HSCAS con 200 ug kg™ de AFB, demostr6 una reduccion del 24 % en
los niveles de AFM, en leche. Asi mismo, la inclusion al 1.0 % de la racion contaminada con
100 pg kg de AFB;, reportd reduccion del 44 %. La tasa de biotransformacion en el grupo
testigo fue de 0.92 %, resultados similares a los que se encontraron en el modelo integral, en el
cual el porcentaje de reduccidn para montmorillonita y clinoptilolita fue de 33.2 % y 36.8 %

respectivamente.

Diaz et al. (2004) realizaron dos estudios para evaluar la capacidad de agentes secuestrantes
para prevenir o reducir la tasa de biotransformacién de AFB; a AFM;. En el primer
experimento, Astra Ben, Flow Guard y Microsorb (bentonitas de sodio) fueron incluidas al 1.2
% en base a la materia seca de la racion contaminada con 55 ug kg™ de AFB. Los resultados

obtenidos mostraron niveles de AFM; de 1.24 pg L™ para el grupo control y 0.52, 0.43 y 0.62
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g L respectivamente para cada adsorbente. Los niveles representaron una reduccién del 61
%, 65 % y 50 % respecto al grupo testigo, con diferencias estadisticas entre los tratamientos
(P< 0.001). Los resultados de esta investigacién son mayores a los obtenidos en ambbs
modelos (Nucleo — Integral) utilizados en el presente estudio, sin embargo, cabe destacar que
la deteccién y cuantificacion de los niveles realizados por Diaz et al. (2004) fue realizado por

radioinmunoanalisis.

En el segundo experimento realizado por Diaz et al. (2004) se utilizaron los adsorbentes:
bentonita de sodio (1.2 %), bentonita de calcio (1.2 %), glucomananos de levaduras (0.05 %) y
carbon activado (0.25 %). Los resultados permitieron observar reduccidn estadistica (P< 0.01)
de los niveles de AFM; en leche, a excepcion del carbén activado. La mayor reduccién fue
observada en el grupo que recibié bentonita de sodio (64.6 %), seguido por los glucomananos
de levaduras (58.5 %), mientras que la bentonita de calcio y el carbén activado mostraron
reducciones de 31.4 % y 5.4 %, respectivamente. De manera similar a lo reportado por Diaz et
al. (2004), el presente estudio permitié observar mayor eficiencia de los adsorbentes minerales
montmorillonita y clinoptilolita que el adsorbente MOSC, si bien la eficiencia de este dltimo
no superé el 12 % de reduccion respecto al testigo, ambos resultaron similares
estadisticamente. Asi mismo, Stroud ef al. (2006), evalud la inclusién de bentonitas de sodio
comparativamente con glucomananos derivados de S. cerevisige. Se destaca que ambos
adsorbentes se agregaron al 0.5 % en base a la materia seca en raciones contaminadas con 170
pg kg™ de AFB,. Se encontré reduccion significativa en los niveles de AFM; en la leche para
los grupos que recibieron bentonitas de sodio, en tanto los glucomananos no mostraron

eficiencia.

V1.3.3. Tasa de biotransformacion de AFM;

‘La tasa de biotransformacién de AFB; a AFM, durante el modelo Nicleo fue de 3.35 %,
mientras que en ¢l modelo Integral el valor fue de 1.8 %. Estos resultados se encuentran dentro
de lo reportado por otros autores (Price et al., 1985; Frobish et al., 1986; Munksgaaxd et al.,
1987; Pettersson et al., 1989; Harvey et al., 1991; Veldman, 1992; Veidman et al., 1992;

Galvano er al., 1996). Si bien, se debe destacar que el mayor porcentaje en la tasa de
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biofransformacién mostrado en el primer modelo experimental afecté ditectamente la

eficiencia de los adsorbentes evaluados.

Durante el modelo Nucleo, la via de exposicién a AFB, se caracterizé por el suministro en una
porcién de alimento concentrado (280 g) conteniendo la cantidad total diaria de AFB,; (800
pg) en un comedero estrecho, entrampado e impidiendo el retiro del animal hasta el consumo
total del concentrado contaminado. Este método pudo influir incrementando la tasa de
biotransformacién a AFM; ya que favorecié el rapido pasaje de la toxina por el rumen,
reduciendo la formacién del complejo AFB;-adsorbente, incrementado su absorcion en
secciones posteriores del tracto gastrointestinal, favoreciendo su biotransformacién y

eliminacién en leche a niveles mayores a los esperados.

Por oftra parte, el manejo de las vacas utilizado bajo este modelo impllic(') l& exposicion directa
de la mucosa nasal del animal con la posible aspiracion del material téxico. Estudios
experimentales han sido desarrollados comparativamente en investigaciones con higado y
mucosa olfatoria nasal utilizando aflatoxina marcada radiactivamente (*H-AFB,). Larrson et
al. (1989) demostraron mayor capacidad en la mucosa nasal pﬁ:ra formar Vmetabolitos
derivados de AFB,;. Esto pudo demostrar la formacién de diversos metabolitos destacando
AFM;, en niveles diferentes estadisticamente que los presentes en el higado. Aunque el
citocromo P450 en la mucosa olfatoria nasal se encuentra en menor nivel que el
correspondieﬁte en higado, la actividad de la NADPH citocremo ¢ reductasa fue mucho mayor
en la mucosa nasal, ademés de una relacion mayor entre citocromo bs: citocromo P450. Por lo
tanto, el metabolismo de AFB; fue mayor en la mucosa nasal que en higado (Larrson et al.,
1989). Estudios posteriores han demostrado variaciones en los nivelés de P450, funciones de
las isoformas del P450 y actividad GST entre especies (Ball y Coulombe, 1991) y dentro de
los tejidos de una misma especie (Larrson ef al., 1994), factores que pueden influir en el
incremento de AFM, a nivel sanguineo y el posterior paso a la leche a través de la glandula

mamaria.

Este trabajo permite observar que durante el modelo Nucleo, el método de exposicion

empleado a través de la ingesta de AFB; falld en reproducir la tasa promedio de
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biotransformacién que se presenta en animales consumiendo raciones naturalmente
contaminados con AFB,. Asi mismo, esto podria explicar la baja eficiencia observada por los

diferentes adsorbentes comerciales para micotoxinas.

El modelo Integral permitié realizar la exposicion a AFB, de forma similar a la que se
presenta bajo condiciones naturales, ya que la tasa de biotransformacion observada en este
modelo (1.8 %) concuerda con el promedio estimado (1.81 + 1.22 %) por Magan y Olsen
(2004) a partir de datos observados en diferentes experimentos, los cuales presentan un rango
de 0.3-6.2 % (Price et al., 1985; Frobish et al., 1986; Munksgaard ef af., 1987; Pettersson et
al., 1989; Harvey ef al., 1991; Veldman, 1992; Veldman er al., 1992; Galvano ef al., 1996).
Esta variacion en la biotransformacion depende de diversos factores como la produccion de
leche (Pettersson et al., 1989; Veldman et al., 1992), estado de lactacion (Munksgaard et al.,
1987; Pettersson ef al., 1989; Veldman ef al., 1992), diferencias entre;especies productoras de
leche (Battacone et al., 2003), variabilidad animal (Van Egmond, 1989; Veldman, 1992) e
integridad de la membrana celular alveolar mamaria (Lafont er al., 1983). Alteracionés en la
ubre puedén afectar la permeabilidad de las membranas alveolares celulares de la glandula
mamaria y, por lo tanto, afectar la cantidad AFM, que se difunde a través de la membrana y la
secrecion a la leche (Veldman et af,, 1992).

A su vez, la tasa de biotransformacién de AFB, ‘a AFM| en animales productores de léche
depende de (i) la concentracién y tipo de contaminacién a AFB (natural o artificial), (ii) tipos
de ingredientes (maiz, semillas de algoddén o cacahuate) y (iii) composicién de las raciones
(Munksgaard ef al., 1987; Chopra ef al., 1999). Frobish et al. (1986) también observaron
diferencias por la fuente de contaminacion de aflatoxinas en una prueba utilizando cantidades
similares de aflatoxinas en semilla de algod6n y maiz (44 y 49 pg kg, respectivamente). El
porcentaje de AFM; secretada en la leche fue afectado significativamente (< .0.02) por la
fuente de contaminacion con 1.73 y 1.32 % de biotransformacién con algodén y maiz,

respectivamente,

Asf mismo, las fluctuaciones diarias en la produccién de leche y entre ciclos de lactacién,

pueden afectar la estimacion de la tasa de biotransformacion, lo que dificulta establecer
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comparaciones entre investigaciones desarrolladas in vivo. Ademas, otro obstaculo en su
estimacion esta representado por la variacién del proceso analitico, desde el muestro hasta su
deteccion y cuantificacion (Whitaker ef al., 2005). Las diferehcias en los reportes de ingesta
de aflatoxina hacen dificil las comparaciones en forma paralela entre dos o més experimentos.
El contenido en la racidén y en la leche a menudo se reporta como cantidades por dia, cantidad
total y/o concentraciones. Para un mejor andlisis de datos, todas las concentraciones deberian
expresarse en la misma unidad. Esto es dificil porque muchos documentos no reportan ingesta

de materia seca (IMS) o la produccién de leche.

Por lo tanto, para el disefio confiable de estudios que estimen la tasa de biotransformacién de
AFB; a AFM,, se han desarroilado modelos matematicos basados en la relacién lineal
existente entre ambos metaboﬁtos, siendo la excrecion de AFM; dependiehte de: i)
contaminacién con AFB; y produccién de leche, ii) fuente de containinacion en el concentrado

y iify composicion del concentrado y de la racion.

Van Eijkeren et al. (2006) desarrolld un modelo matemético simple para determinar la

concentracion de AFM, en leche, utilizando la ecuacion:
AFM] en leche (g kg!) = pg de AFB; d! x 0.032 / 17 + produccién de leche (kg d™)

La ecuacion se describe de la siguient.e manera: la exposicién a AFB por dia (ug de AFB; d™)
se multiplica por la constante 0.032. El resultado es dividido por la sumatoria de la consté.nte
17 y la produccién de leche diaria (kg d™). De acuerdo a esta ecuacién, el modelo de
exposicion Nucleo calcul6 un valor de AFM, de 0.597 pg kg™ (valor observado 1.299 ug kg™
mostrando una diferencia de 0.702 pg kg”'. Mientras que en el modelo Integral el valor
estimado de AFM; fue de 0.664 pg kg™ (valor observado 0.713 pg kg™!) con una diferenciar
minima de 0.049 pg kg, Puesto que la cuantificacion de AFM, en leche se realizé expresando
los resultados como pg L, para el empleo de las ecuaciones fue necesario realizar una
conversién a pg kg con el correspondiente valor de densidad. Densidad para la leche del

experimento 1 de 1.0333 g mL™" y del experimento 2 de 1.0326 g mL™".
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Por otra parte, Pettersson (1998), elaboré una ecuacién para predecir la concentracion de
AFM] en leche luego de reunir observaciones procedentes de 5 experimentos controlados con

vacas, de acuerdo a:
AFM; en leche (ng kg!) =[ 10.95 +0.787 x AFB, (lgdh)]

La ecuacion se describe de la siguiente manera: la exposicion a AFB, por dia (ug de AFB,; d™)
se multiplica por la constante 0.787 y el resultado se suma a la constante 10.95. De acuerdo a
esta ecuacion, el modelo de exposicién Nucleo calculd un valor de AFM,; de 703 ng kg’
(valor observado 1299 ng ke™!) mostrando una diferencia de 596 ng kg!. Mientras que en el
modelo Integral el valor estimado de AFM; fue de 703 pg kg™ (valor observado 713 ng kg™)
con una diferencia minima de 10 ng kg'. La estimacion se realizé de manera similar ala
descrita en el primer modelo matemitico. De acuerdo a#k aplicacién de los modelos
matematicos, se puede destacar el impacto del modelo Integral al generar valores de AFM; en
leche comparables a los obtenidos en investigaciones que utilizaron raciones contaminadas en
forma natural. Ademds, este modelo permitié reproducir la biotransformacién de AFB,; en
AFMI de manera confiable y similar a lo que sucede en animales no sujetos a

experimentacion.

Por tanto, dicho modelo de exposicion resulté adecuado para evaluar la eficiencia de los
adsorbentes para micotoxinas. Con relacion a dicha eficiencia, los residuos de AFM; en los
grupos montmorillonita y clinoptilolita fueron inferiores al limite méaximo permitido por la
respectiva NOM, aun cuando los animales consumieron el doble de los niveles de AFB,
permitidos en la racidén. Bajo las condiciones experimentales utilizadas en el presente estudio,
los resultados demostraion que los adsorbentes minerales montmorillonita y clinoptilolita
disminuyeron de manera efectiva los niveles de AFM, en leche. El adsorbente MOSC no

mostré eficiencia significativa en la reduccién de la biodisponibilidad de AFB;.
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'V1.3.4. Produccion y calidad de la leche

La produccién de leche promedio durante el modelo Nucleo fue de 30.1 + 3.4 kg d!en el
grupo testigo, 29.9 + 3.7 kg d”' grupo monﬁnorillonita, 29.6 + 3.1 kg d"' grupo clinoptilolita y
29.4 +4.7 kg d"' grupo MOSC. El cuadro 8 muestra los valores promedios de los parsmetros
de la calidad de la leche. La comparacion estadistica demostré que no existi6 diferencias
estadisticas entre grupos o tratamientos (P> 0.05), lo cual indica que la inclusion de
adsorbentes de la racién, asi como la exposicién a concentraciones de 40 ug kg™ de AFB, no

altera los nutrientes de la leche asf como los niveles de produccion.

Cuadro 8. Valores promedio de los pardmetros de calidad de la leche durante el modelo

Nucleo de exposicién a AFB,

dad,
Calidad de lIa leche (%)
Grupos ' _
Proteina Grasa Sélidos totales Sélidos no grasos

Testigo 319 331 11.40 8.80
Montmorillonita 3.18 3.29 11.30 8.72
Clinoptilolita 3.23 3.28 11.07 8.76
MOSC. 3.21 3.40 11.20 8.74

Respecto a la produccion y calidad de la leche en el modelo Integral, se aprecié el mismo -
comportamiento que el observado en el experimento Nucleo. La produccién promedio de
leche por los grupos fue de 25.4 + 3.0, 26.4 + 3.1, 23.8 + 1.0 y 24.9 + 2.2 kg d”' para grupo
testigo, montmorillohita, clinoptilolita y adsorbente MOSC, respectivamente, sin presentar
diferencias significativas (P> 0.05). En cuanto a los pardmetros de calidad, el cuad}o 9
muestra los niveles promedio por grupo, sin que se observaran diferencias estadisticas entre
ellos (P> 0.05).
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Cuadro 9. Valores porcentuales de los pardmetros de calidad de la leche durante ¢l modelo

Integral de exposicion a AFB,

Calidad de la leche (%)

Grupos

Proteina Grasa Sélidos totales Sdlidos no grasos
Testigo 3.18 3.17 12.09 8.92
Montmorillonita 3.09 3.35 12.23 8.77
Clinoptilolita 292 3.30 11.92 8.50
MOSC 3.26 3.30 12.07 8.82

Segilin Frobish ef al. (1986), la produccion de leche no fue afectada por la exposicion AFB;. El
porcentaje promedio de biotransformacion no fue afectado por la concentracién de aflatoxina
en la racién, pero un efecto positivo significativo (P<+.01) fue observado con el incremento
de la produccién lechera. Las vacas altas productoras resultaron en una tasa de 2.14 %

--comparado con un 1.35 % en vacas bajas productoras.

-Las diferencias en la produccion observada en los experimentos Nucleo e Integral se debieron
principalmente a un incremento proporcional en los dias del ciclo productivo de la leche.
Lafont et al. (1980) condujeron un experimento con vacas en lactancia temprana (2-4
semanas) vy tardia (34-36 semanas), recibiendo 0.09, 0.18, 0.86 y 2.58 mg de AFBl
diariamente. Concluyendo en este estudio que el Ijorcentaje de AFB, secretada como AFM; en
la leche estuvo en un rango de 0.14 a 0.34 % (media 0.22 %) en vaéas en lactancia tardia y un
rango del 0.66 a 0.95 %, (media 0.78 %) observada en vacas produéiéndo mas de 20 L d”* de
leche, Aunqué la produccién de leche en el estudio conducido por Patterson y Anderson
(1982) no difiere de las vacas en lactancia temprana del reportado de Lafont ef al. (1980), el

porcentaje experimental de transferencia difiere en un 0.56 %.

Finalmente, los resultados de este trabajo indican que existe una fuerte variabilidad en la tasa
de biotransformacion en funcién del método de exposicién a AFB; empleado en bovinos
productores de leche. El método que emple6 una RTM artificialmente contaminada con AFB;

demostrd ser un método confiable para estudiar la efectividad de diferentes adsorbentes
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comerciales para micotoxinas. Este método podria facilitar la comparacion de resultados entre
diferentes estudios similares al eliminar fuentes de variabilidad como el efecto matriz debido
al ingrediente contaminado con aflatoxinas. Asi mismo, el método demostré resultados de
biotransformacién similares a los estudios con dietas naturalmente contaminadas con
aflatoxinas. Por otra parte, las concentraciones de AFM, en leche se presentaron acorde con
los célculos tebricos obtenidos de dos modelps matematicos. Finalmente, las concentraciones
de AFM; fueron reducidas de manera significativa por la inclusiéon de los adsorbentes

montmorillonita y clinoptilolita.
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VIL. CONCLUSIONES

- Se encontré contaminacién por aflatoxinas totales en el 92,5 % de las muestras de
alimento para ganado bovino productor de leche (rango 4.95 — 24.90 pg L), presentandose en

el 7.5 % de las muestras niveles que excedieron el maximo permitido por la Norma Oficial
Mexicana NOM-188-SSA1-2002.

- Se detectd contaminacion con aflatoxina M; en el tanque enfriador del 80 % de los
establos analizados (rango 0.006 — 0.065 pg L. Todos los niveles de AFM; en leche se
encontraron por debajo de lo especificado por la regulacién en México (NOM-184-SAA1-
2002).

- El 32.5 % de los productores de lecke de los municipios estudiados incorporaban

adsorbentes de micotoxinas en la racién, destacando el uso de adsorbentes minerales.

- El modelo Integral de exposicién artificial a AFB; demostrd ser un método confiable
para evaluar los adsorbentes al reproducir parametros de biotransformacién presentes en
animales que consumen raciones naturalmente contaminadas con aflatoxinas, asi como cuando

son estimados por modelos matematicos.

- En animales expuestos a raciones contaminadas con 40 pug de AFB; kg de alimento,
la inclusién de montmorillonita y clinoptilolita en las raciones redujo la eliminacion del nivel
‘de AFM; en leche de manera estadisticamente significativa y por debajo del nivel méximo

permitido en México.

- El adsorbente derivado de cultivos de levaduras de Saccharomyces cerevisiae (MOSC)

no demostré eficiencia para reducir los niveles de AFM, en leche.

~ = Los pardmetros de calidad de leche y salud animial no foeton afectados por la

exposicion a AFB; ni por inclusién de los adsorbentes en la racién de los animales.
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