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RESUMEN: Entre los indicadores de calidad higiénico sanitaria de la leche en M éxico, se encuentra
el nivel de contaminacién con aflatoxina M1 (AFM 1), proveniente de animales que han consumido
alimento contaminado con aflatoxina B1 (AFB1). Los tratamientos térmicos como la pasteurizacion,
generalmente no disminuyen la concentracion de AFM 1, por lo que en el presente trabajo se estudié
la presencia de AFM 1 en leche cruda de vaca de 10 centros de acopio (n=50) y 7 marcas de leche
pasteurizada (n=84) comercializadas en la zona metropolitana de Guadalajara, Jalisco, M éxico. La
determinacion de AFM 1 se realiz6 mediante un juego de reactivos tipo ELISA competitivo- directo
(Agraquant® Aflatoxina M |, Romer Labs). El analisis estadistico se llevo a cabo mediante una prueba
de ANOVA de una sola via con el programa Sigma Stat 3.0. Se detecté AFM1 en el 100% de las
muestras estudiadas, con niveles en el rango de < 0.005 a 0.100 pg/L y de < 0.005 a 0.637 pg/L en
leche cruda y pasteurizada respectivamente. El 18.6 % (25/134) de las muestras superaron el LM R
establecido por la Union Europea (0.05 pg/kg), presentandose porcentajes en leches cruda y
pasteurizada de 0.7% (1/134) y 17.9% (24/134) respectivamente, pero solo el 0.7 % (1/134) excedid
el limite de AFM 1 establecido para M éxico en la NOM -243-SSA1-2010, que es de 0.5 pg/kg. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los meses analizados, con los
niveles mayores en el mes de diciembre, pero no se encontraron diferencias entre centros de acopio
(leche cruda) y tampoco entre mar cas de leche pasteurizada.
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AFLATOXINM1LEVELSINRAWAND PASTEURIZED MILK PRODUCED IN
GUADALAJARA,MEXICO

ABSTRACT: Aflatoxin M1 (AFM1) is a milk hygiene quality indicator established in M exico.
Aflatoxin M 1is a metaboliteof aflatoxin B1 (AFB1), becoming from contaminated feed. The thermal
treatments usually applied to raw milk did not reduce the concentrations on AFM 1 in milk. The
aim of the present work was to conduct a screening of AFM 1 | raw (n=50) collected from raw milk
collecting facilities and 7 pasteurized milk brand (n=84) samples. All the samples tested were both
produced in Jalisco State and commer cialized in Guadalajara, M exico. The analyses were performed
using the competitive direct ELISA kit Agraquant® Aflatoxin M (Romer Labs). Statistical analysis
was performed using a one-way ANOVA by Sigma Sat 3.0 program. AFM 1was found in 100% of
the tested samples, ranging from < 0.005 to 0.100 pg/L in raw milk, and from < 0.005 to 0.637 ug
in pasteurized milk. A total 18.6% (25/134) samples showed levels above M aximum Residue Limit
(MRL) established by the European Community (0.05 pg/kg), 0.7% (1/134) for raw and 17.9% (24/
134) for pasteurized milk. Only 0.7% (1/134) of the tested samples exceeded this M RL established
in Mexico by NOM -243-SSA1-2010 which is 0.5 pg/L AFM 1. Satistical differences were found
(p<0.05) between sampling months; the highest level was detected in December, while no differences
were detected among milk collecting facilities and either among pasteurized milk brands.
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INTRODUCCION

Las aflatoxinas son metabolitos téxicos,
inmunosupresivos y carcinbgenos, producidas por di-
ferentes especies de hongos del género Aspergillus,
particularmente A. flavus y A. parasiticus, y se en-
cuentran como contaminantes naturales en alimentos
(2). La aflatoxina B1 (AFB1) es considerada el com-
puesto mas téxico producido por estos hongos; en el
higado esta micotoxina es biotrasformada por el
citocromo P450 microsomal en su metabolito
hidroxilado: la aflatoxina M1 (AFM1), que luego se ex-
creta en la leche de animales lactando que han consu-
mido alimentos contaminados con AFBL1 (2).

La Agencia Internacional de Investigaciones sobre
elCancer (IARC) ha reportado a laAFB1 y AFM1, como
compuestos carcinbgenos para seres humanos (3). La
presencia de AFM1 en la leche, constituye un riesgo
para la poblacién, particularmente ennifios debido a la
importancia de este producto ensu alimentacion (4), y
a que sonconsiderados mas susceptibles asus efec-
tos adversos, ya que su capacidad de biotransformacién
de los compuestos carcindgenos es generalmente mas
lenta que en adultos (5).

La Unién Europea ha establecido el limite maximo
de residuos (LMR) para la AFM1 de 0.05 pg/kg en le-
che fluida (6), mientras que en México las normas NMX-
F-700-COFOCALEC-2004 (7) y NOM-243-SSA1-2010
(8), para leche cruday pasteurizada respectivamente,
especifican el limite maximo de 0.5 pg/L.

Estudios realizados por Reyes etal. (9), enel esta-
do de Jalisco, México, mostraron contaminacion por
AFML1 en leche cruda en el 80 % de las muestras,
detectandose valores en unrango de 0.006 a 0.065 ug
/L, con valores promedio de 0.023 pg /L. En Jalisco,
gue es el estado de mayor produccion de leche en
México existe poca informacion sobre la concentra-
cion de AFM1 enleche por lo que el objetivo del presen-
te estudio fue determinar los niveles de aflatoxina M1 en
leche cruday pasteurizada, comercializadas enla zona
metropolitana de Guadalajara, Jalisco, México.

MATERIALESY METODOS

El muestreo se llevo a cabo durante 2008, con una
frecuencia mensual. Se recolectaron muestras de le-
che cruda (n=50) de 10 centros de acopio (1, 2, 3,4, 5,
6,7,8,9,10), de enero a mayo, ademas se analizaron
7 marcas de leche pasteurizadas (A, B, C,D, E, F, G),
obtenidas de diferentes tiendas de autoservicio de la
zona metropolitana de Guadalajara, Jalisco, México,
de enero a diciembre (n= 84). Las muestras se trans-
portaron enuna hielera, en frio (3-5°C) al laboratorio y

41

se analizaron dentro de las 24 horas siguientes a su
recoleccion. El muestreo se realizé de acuerdo a lo
establecido en la Norma Mexicana NMX-F-718-
COFOCALEC-2006 (10).

Las muestras se trasladaron al Laboratorio de
Micotoxicologia Alimentaria del Departamento de Sa-
lud Pdblica del Centro Universitario de Ciencias Biol6-
gicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de
Guadalajara, donde se realizé la determinacién de
AFM1 mediante la técnica de ELISA de tipo competiti-
vo-directo (Agraquant® Aflatoxina M1, Romer Labs),
cuyo limite de deteccidnes de 0.005 pg/L.

Para la deteccion y cuantificacion de AFM1 por
ELISA, la leche se homogenizdé manualmente a 37°C
en bafio Maria; posteriormente se tomaron 50 mL en
tubos desechables de polipropileno, se colocaron en
una centrifuga refrigerada marca Sigma modelo 2-16
K,y se centrifugaron durante 10 min a 3000 x g previo
enfriamiento de la muestra a 4°C durante 30 min. Se
procedié a filtrar la leche para separar la grasa. Poste-
riormente, se adicionaron alos pocillos 100 uL de los
estédndares y de las muestras de leche se incubaron
en agitacion a 100 rpm durante 60 min a temperatura
ambiente. Después de lavar (tres veces), se adiciona-
ron 50 pL del conjugado a cada pocillo y se incubd
nuevamente enagitacion a 100 rpm durante 30 min a
temperatura ambiente. Luego de descartar el conteni-
do, se lavaron nuevamente los pocillos y se agregaron
100 pL de solucion de substrato en cada pocillo y se
incubaron enoscuridad durante 40 mina temperatura
ambiente. Posteriormente se agregaron 100 ulL de la
solucién stopy se procedi6 a determinar la densidad
Optica (DO) en un lector de Elisa (Biotek 800) utilizan-
do losfiltros de 450 y 630 nmpara lecturay referencia,
respectivamente. Las concentraciones fueron calcula-
das por extrapolacion de la DO con larespectiva curva
de calibracién. Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante una prueba de ANOVA de
una sola via con el programa Sigma Stat 3.0.

RESULTADOSY DISCUSION

Se encontré la presencia de AFM1 en el 100% de
las muestras estudiadas, enla Tabla 1, se presenta el
contenido de AFM1, en diferentes rangos, se observa
gue el 18.6 % (25/134) del total de las muestras pre-
sentaron niveles superiores alLMR establecido por la
Unién Europea (0.05 pg/kg), presentandose porcenta-
jes enleche cruda y pasteurizada de 0.7 % (1/134) y
de 17.9 % (24/134) respectivamente. En relacién al
LMR establecido en México, por la NOM-243-SSA1-
2010 (8),s0lo el 0.7 % (1/134)de las muestras exce-
di6 el limite que es de 0.5 pg/L de AFM1.
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TABLA 1. Presencia y distribucion de AFM1 (ug/L) en leches cruda y pasteurizada./ Presence and distribution of

AFM1 (ug/L) in raw and pasteurized milk

AFM1 (ug/L)
Rango
<0.005 0.005-0.05 0.051- 0.5 >0.5
Leche cruda (n=50) 4 45 1 0
Leche pasteurizada (n=84) 5 55 23 1
Total 9 100 24 1
Porcentajes Totales (%) 6.7 74.6 17.9 0.7

Enotros paises como Iran (11), se han encontrado
concentraciones de AFM1 en leche pasteurizada, con
rangos de 0.0058 a 0.5285 pg/L, similares alas detec-
tadas en nuestro estudio; sin embargo ellos reportan
una incidencia mayor (26.7%) de muestras por enci-
ma del LMR establecido por la Unién Europea, en Tur-
guia (12), reportaron una incidencia del 88.23 % con
niveles de 0.0052a 0.1276 pg /L.

Los resultados del presente estudio difieren de lo
reportado por Pérez etal., (13), donde mencionan una
incidencia de 59 % de contaminacion por AFM1 en
leches cruda, ultrapasteurizada y organica, en el Alti-
plano Mexicano, excediendo en todos los casos el LMR
propuesto por la Union Europea. Si bien el porcentaje
de muestras (18.6 %), de nuestra investigacion, que
exceden el LMR de AFM1 establecido por la Unién
Europea es inferior al encontrado en otros estudios
(11, 13), la presencia de esta micotoxina, implica un
riesgo al consumidor por ser considerada un compuesto
carcindégeno en humanos.

En Argentina, Lopez etal. (5), reporto la presencia
de AFM1 en el 23 % de muestras estudiadas (leche
cruda, en polvo y pasteurizada), en todos los casos
los niveles fueron inferiores alos permitidos para este
producto.

Los niveles de AFM1 reportados endiferentes estu-
dios muestran amplias discrepancias, lo cual puede
deberse a diversos factores como los sistemas de
alimentacion, factores propios de los animales (raza,
produccién de leche, individualidad de los animales,
etc.) y a las condiciones ambientales, asi como a los
procedimientos analiticos utilizados (9).

Enla zona metropolitana de Guadalajara, Jalisco,
la leche cruda recolectada de los centros de acopio
(No. 1 al 10), es utilizada como materia prima, por la
planta que produce la marca de leche pasteurizada
identificada ennuestro estudio como marca A. De las
muestras de leche cruda analizadas, durante los me-
ses de enero a mayo de 2008, la contaminacion por
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AFML1 se present6 enniveles en un rango de <0.005 a
0.100 pg/L, encontrandose Unicamente un centro de
acopio (No. 2) por arriba del LMR establecido por la
Unién Europea, el promedio general determinado en la
leche cruda proveniente de los diez centros de acopio,
fue 0.019 pg/L, niveles similares al promedio (0.020
Hg/L) encontrado en la marca Ade leche pasteurizada,
en este mismo periodo (Tabla 2), lo cual indica que,
procesos térmicos como la pasteurizaciontanto lenta
(63°C, 30 min), como rapida (77°C, 16 seg) no afectan
la concentracion de la AFML1 (14), por lo que este no
seria un tratamiento indicado para eliminar o disminuir la
contaminacion por AFML de la leche y sus productos.

Respecto a la leche pasteurizada, los resultados
se muestran enla Tabla 3, se encontraron concentra-
ciones de AFM1 enun rango de <0.005 a0.637 pg/L.
De acuerdo alos valores promedio de AFM1 encontra-
dos, elcentro de acopio No. 2 y las marcas B (0.054
Mg/L), E (0.084 pg/L) y F (0.090 pg/L), de leche cruda 'y
pasteurizada respectivamente, excedieron el LMR es-
tablecido por la Union Europea (0.05 pg/L).

Al relacionar la época del afio con los niveles de
AFML1 detectados en las diferentes marcas de leche,
se observaron diferencias estadisticamente significati-
vas (p<0.05) entre los meses analizados, con niveles
promedio (0.250 ug/L) de AFM1 mayores enel mes de
diciembre, excediendo el LMR establecido por la Unidn
Europea (Tabla 4). Resultados similares fueron repor-
tados enTailandia (15), donde se encontré contamina-
cion con AFM1 en el 100% de las muestras analiza-
das, detectandose las concentraciones mas altas en
la época de invierno, aunque dentro de los limites maxi-
mos permitidos por Estados Unidos (0.5 pg/L), asi
mismo en Iran (16), la incidencia de AFM1 en leche
pasteurizada fue de 94.49%, con niveles mayores en
invierno, con valores promedio de 0.022 pg/L de AFML1.

En diversos paises se ha reportado que la mayor
incidencia de aflatoxina M1 en leche y productos lac-
teos aparecen enla épocade invierno (17; 18), esto se
explica porgue se consume mas alimento concentra-
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TABLA 2. Niveles de AFM1 (ug/L) determinados en leche cruda, (enero a mayo de 2008)./ Levels of AFM1 (ug/L) in

raw milk (January- May 2008)

AFM1 (ug/L)
No. Promedio Rango +SD
1 0.016 < 0.005- 0.028 0.009
2 0.052 <0.005-0.100 0.036
3 0.014 <0.005-0.023 0.008
Centros de Acopio 4 0.016 <0.005-0.031 0.010
(Leche cruda) 5 0.017 0.011 - 0.030 0.009
6 0.017 0.008 - 0.023 0.006
7 0.014 0.007 - 0.021 0.007
8 0.016 0.013-0.018 0.002
9 0.015 0.006 - 0.028 0.009
10 0.018 0.010 - 0.027 0.008
n=>50 0.019 *
Marca A
Leche Pasteurizada 0.020 0.013-0.026 0.005

SD: desviacion estandar/ Sandard deviation

* Promedio de AFM1 en leche cruda (n=50)/ Average value for raw milk (n=50)

TABLA 3. Niveles de AFM1 determinados en marcas de leche pasteurizada (enero a diciembre de 2008)./ Levels of
AFML1 in pasteurizad milk brands (January- December 2008)

AFM1 (ug/L)
Marcas de Leche Muestras analizadas Promedio Rango + SD
A 12 0.042 0.013-0.102 0.031
B 12 0.054 0.010- 0.260 0.064
C 12 0.032 0.011-0.127 0.029
D 12 0.034 0.008-0.072 0.020
E 12 0.084 < 0.005-0.439 0.290
F 12 0.090 < 0.005-0.637 0.168
G 12 0.039 <0.005-0.120 0.043

SD: desviacion estandar/ Standard deviation

do debido al déficit de pasto en esa temporada (19).
Estudios realizados en México han reportado la pre-
sencia de AFB1 en alimento destinado al consumo
animal (20).

Los resultados indican que, a pesar de que se de-
tectd contaminacion por AFM1 en el 100% de las mues-
tras analizadas, los niveles encontrados en su mayo-
ria, fueron inferiores al limite maximo permitido por la
Norma Oficial Mexicana (indicando ser apto este pro-
ducto para consumo humano).

La mayor o menor proporcion entre la AFB1 en las
raciones paraanimales y la AFM1 excretada enla le-

che y reportadas por diferentes autores, puede estar
influenciada por laraza, la cantidady duraciondel con-
sumo del alimento contaminado y el estado de salud
del animal (14); sin embargo, el denominador comin
es la presencia de AFB1 en el alimento, por lo que
seria recomendable controlar los niveles de AFB1 en
el alimento destinado a consumo de animales produc-
tores de leche, tanto en campo, almacenamiento y
procesado. De igual forma, es importante realizar un
seguimiento sistematico de la contaminacién de la le-
chey sus productos, para asegurar que los niveles de
AFM1 no excedan los LMR establecidos por la
normatividad.
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TABLA 4. Niveles de AFM1 detectados en 7 marcas de leche pasteurizada (enero a diciembre de 2008./ AFM1 levels
detected in 7 brands of pasteurized milk (January- December 2008)

AFM1 (ug/L)
Meses Promedio Rango +SD
Enero 0.021° 0.011- 0.024 0.004
Febrero 0.018" 0.008 — 0.029 0.006
Marzo 0.010° < 0.005 - 0.026 0.006
Abril 0.013° < 0.005- 0.031 0.009
Mayo 0.019° 0.015— 0.044 0.010
Junio 0.026° 0.012— 0.033 0.007
Julio 0.018" 0.011- 0.041 0.010
Agosto 0.058° 0.015— 0.109 0.026
Septiembre 0.061° 0.031—0.102 0.025
Octubre 0.079® 0.026 — 0.192 0.055
Noviembre 0.067 ® 0.038 - 0.106 0.026
Diciembre 0.2502 0.072-0.637 0.197

Letrasiguales no son significativas parap<0.05
SD: desviacién estandar/ Standard deviation
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