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RESUMEN: Muestras de leche procedentes del Altiplano Mexicano (9 cruda, 20 ultrapasteurizada y 15
organica) fueron analizadas para determinar la presencia de aflatoxina M, empleando columna de
extraccion de fase sdlida (C18), prederivatizacion con acido trifluoracético y cromatografia liquida
acoplada a un detector fluorescente. Los resultados mostraron que € 59% de las muestras presentaron
niveles de aflatoxina M, y todos los casos se encontraron por encima del limite maximo de residuo de
0.05 pg/Kg propuesto por la Union Europea. Las medianas de aflatoxina M, encontradas en muestras
de leche cruda, ultrapasteurizada y organica fueron 16.21; 16.1 y 23.1 ug/Kg respectivamente. El
porcentaje de muestras por encima del limite méximo de residuo fue menor en leche de produccion
organica (20%) comparada con las leches crudas y ultrapasteurizadas que estuvieron por encima del
50y 60% respectivamente.
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OCCURRENCE OF AFLATOXIN M, IN RAW, ULTRAPASTEURIZED AND ORGANIC
MILKSPRODUCED AND MARKETED IN MEXICO

ABSTRACT: Milk samples coming from the central zone of Mexico (9 raw, 20 ultrapasteurized (UHT)
and 15 organic) were surveyed for determining the presence of aflatoxin M, using a solid phase
extraction column (C18), prederivatization with trifluoracetic acid and liquid chromatography coupled
to a fluorescence detector. Analytical results showed that the 59% of the samples was contaminated
with aflatoxin M, and all the cases were above the maximum level of 0.05 pg/Kg set by the European
regulations for aﬂatoxm M, in liquid milk. The medians of aflatoxin M, found in raw, ultrapasteurized
and organic milk &ampleswere 16.21; 16.1 and 23.1 pg/K g respectively. The per centage of samples above
the maximum limit of residual was smaller in organic milk production (20%) compared with the raw
and ultrapasteurized milks that were respectively above the 50 and 60%.
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INTRODUCCION humanos (19), estos reportes conjuntamente con otros

gue han demostrado el efecto téxico de las aflatoxinas

Cuando los rumiantes consumen alimentos con-  han llevado a que se establezcan limites maximos de

taminados con aflatoxinas del tipo B y G, estas son
metabolizadas y excretadas en la leche como
aflatoxinas M, y M, (2, 37; 16). La Agencia Internacio-
nal de Investigaciones de Cancer (IARC) ha reporta-
do alas aflatoxinas B, y M, como posible carcin6genos

residuo (LMR) en alimentos. La Unién Europea (UE)
ha establecido un LMR para la aflatoxina M, en leche y
productos lacteos de 0.05 pg/Kg (11), mientras el Codex
Alimentarius de la FAO y la FDA de los Estados Unidos
han propuesto valores de 0.5 pg/Kg (6; 42).



104

En el ambito mundial son mdltiples los reportes
sobre la presencia de aflatoxina M, en leche y pro-
ductos lacteos desde hace mas de tres décadas (40,
48, 26, 35, 28, 27, 37, 33, 38, 7), tema que no ha
perdido su vigencia, si se considera que la inocuidad
alimentaria constituye hoy la prioridad principal de
muchos paises y de organismos internacionales (12).

En paises de América Latinay el Caribe en la dlti-
ma década se ha reportado la presencia de aflatoxina
M, en leche y productos lacteos (quesos), algunos de
ellos son Argentina (24), Brasil (31, 37); Colombia (9),
México (23, 4, 5) y en Trinidad y Tobago (30). En la
mayor parte de los informes se evidenci6 una inciden-
cia alta de aflatoxina M, en muestras analizadas, pero
con porcentajes bajos de muestras con niveles de con-
centracion superiores al propuesto por la UE (10).

En México los estudios de aflatoxina M, fueron
realizados en el periodo entre 1996-1998 (5) y se
desconoce como su comportamiento en los Gltimos
afos, ademas esto se agudiza ya que se ha mencio-
nado que mas del 25% de la produccion de las cose-
chas de alimentos a nivel mundial estan contamina-
das con algun tipo de micotoxinas. Es de destacar
que la agricultura organica esta adquiriendo también
creciente importancia en varios paises en desarrollo,
entre ellos México con la produccién de diversos pro-
ductos, entre lo que se destacan: café, granos de maiz
azuly blanco, ajonjoli, hortalizas, maguey y otros (39).
La ganaderia organica recién comienzay los alimen-
tos organicos constituyen una actividad comercial con
buenas perspectivas a largo plazo (20,21); la defini-
cién de leche orgéanica aun no se ha establecido, pero
lo que se considera hasta ahora es que dicha leche
proviene de una ganaderia que cumple con un con-
junto de requisitos y condiciones como son respeto
al medio ambiente y a los animales, se evita el uso de
agroquimicos y medicamentos sintéticos. EI cumpli-
miento de estas medidas puede ser verificado por
agencias certificadoras (3).

La produccién anual se desconoce, pero se sabe
que la superficie de la producciéon organica en Méxi-
co, crecid de 25 000 a 220 000 hectareas en el perio-
do de 1994 al 2004. De esas, alrededor del 80% es-
tan certificadas y el restante 20% en proceso de cer-
tificacion (46). La superficie mundial dedicada a la
produccion organica alcanza las 22 811 267 hecta-
reas de los cuales el 21,4 % se encuentra en Améri-
ca Latina. El pais que mas hectareas tiene en pro-
duccién organica es Argentina que paraddjicamente
es el tercer lugar con 1.84% del total de su superficie
agropecuaria, ocupando el primer lugar Uruguay con
un 4% (18).
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Pocas investigaciones se han conducido para eva-
luar la inocuidad de los alimentos organicos (25). En
la produccioén orgénica no esta autorizado el uso de
fungicidas, por lo que es posible que aparezcan las
micotoxinas como contaminantes naturales en los ali-
mentos cuando existen condiciones climaticas propi-
cias y, no se cumplen las buenas practicas agricolas
de manejo y de almacenamiento. Lo anterior consti-
tuye un peligro para el sistema de produccion de le-
che organica. En estudios realizados en leche organi-
cay quesos producidos de la misma se ha reportado
la presencia de aflatoxina M, (44; 17; 46).

Fue objetivo de este trabajo evaluar la presencia
de aflatoxina M, en muestras de leche cruda,
ultrapasteurizada y organica producidas y comerciali-
zadas en el Altiplano Mexicano.

MATERIALESY METODOS

Un total de 35 muestras de leche ultra pasteuriza-
das de la cuales 15 fueron organicas, se obtuvieron
en diferentes supermercados de la Ciudad de México
durante el periodo de octubre del 2006 a febrero del
2007, ademas 9 muestras de leche cruda se colecta-
ron en zonas de la Ciudad de México y Texcoco en el
mismo periodo. La leche cruda se transport6 al labora-
torio en frascos plasticos en nevera con hielo y se
almaceno a 4°C hasta su analisis. Todas las muestras
fueron tomadas bajo las pautas establecidas en la Guia
para el Muestreo de Leche y Productos Lacteos (29) y
analizadas antes de la fecha de su vencimiento.

Las muestras de leche fueron analizadas para
determinar su contenido de aflatoxina M, por HPLC
con detector de fluorescencia de acuerdo a lo esta-
blecido en el método 986.16 de la AOAC (1). La
aflatoxina M, se extrajo de la leche previamente dilui-
day caliente a 80°C sobre una columna de extraccion
de fase solida C18, se lavd la columna con
agua:acetonitrilo (95:5 v/v) y se eluy¢ la Aflatoxina M
con éter dietilico sobre otra columna de silica gel (40-
120 mesh), seguidamente se eluydé con
diclorometano:metanol (95:5 v/v). La Aflatoxina M,
extraida con diclorometano:metanol se llevé a seque-
dad por roto evaporacioén. Al residuo seco se le adi-
cionaron 100 iL de hexano y se agit6 en vortex por 1
minuto, posteriormente se agregaron 50 iL de &cido
trifluoroacético (TFA), se agité nuevamente en vortex
por 1 minuto y se colocé en bafio térmico a 40 °C por
30 minutos. Posteriormente se evaporo bajo nitroge-
no y se resuspendio en 500 iL de la fase movil para
su analisis por HPLC. Del estandar de aflatoxina M,
se tomaron 50 iL de la concentracion conocida y se
procedid de la misma forma anteriormente descrita.



Se empled un cromatégrafo liquido de la firma
comercial Merck-Hitachi con detector fluorescente
(longitud de excitacion y emision de 365 y 425 nm
respectivamente) y una columna de fase reversa
(Lichrocart100 C18 5um 250x0.4 cm), como fase mo-
vil se empled una mezcla de acetonitrilo:metanol:agua
en una proporcion de 20:20:60 v/vlv, el flujo fue 1 mL/
min y se aplicaron 50 L de estandar de referencia o
de la muestra previamente filtrada por 0.45um de dia-
metro de poro. Los cromatogramas fueron registra-
dos usando una interfase Perkin EImer NCI 900 y pro-
cesados con el software TOTALCHROM (Version 6.2).

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad
reactivo de la firma comercial Burdick & Jackony los
disolventes metanol y acetonitrilo fueron grado HPLC.
El &cido trifluoroacético fue de JT Baker calidad HPLC.
El patron comercial de aflatoxina M, fue suministrado
por Sigma-Aldrich (Sigma, St Louis MO, USA) se di-
luy6 en acetonitrilo benceno (90:10 v/v) y se compro-
b6 su concentracion midiendo su densidad Optica a
350 nm acorde con lo planteado en la AOAC (1)
(Method 971.22 a-Preparacion de soluciones y b-De-
terminacion de la concentracion). La columna
Lichrocart RP18 (250-4.6 mm di 5um) fue obtenida
de Merck (Darmstadt Germany) y la columna de ex-
traccion de fase solida C18 (5g) fue conseguida de
Phenomenex (Strat™).

Se evalug la eficacia del método analitico evaluando
lalinealidad en unintervalo de 0.1 a 1 pg/mL por triplica-
do en cada punto y el recobrado en muestras de leche
empleando un nivel de contaminacién de 40 ng/g.

Linealidad: Se procesaron cuatro concentracio-
nes en un intervalo de 0.1, 0.25, 0.5 y 1.0 pg/mL del
patron de referencia por triplicado para determinar la
pendiente, el intercepto y el coeficiente de determina-
cion entre el area y la concentracion del analito.

Para la determinacion del limite de deteccién y
cuantificacion (LD, LC) se procesaron curvas en el
intervalo de la determinacion (0.1-1ug/mL) y en una
cercana al limite de deteccién (0.05, 0.1y 0.2 pg/mL)
por triplicado en cada uno de los puntos. Se procedio
a determinar los valores de LD y LC y se considera-
ron tres y diez desviaciones estandares del blanco
para (n) medidas individuales (Ecuaciones 1y 2) (34).

Limite de deteccién = (Ybl+ 3 Shl) /b Q)
Limite de cuantificacion = (Ybl + 10 Sb)/b (2)
Donde:

Ybl = Estimado de la respuesta del blanco

Sb1 = Desviacién estandar del blanco
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b = Pendiente de la curva de calibracion.

Exactitud: Se prepar6 un nivel de concentracion
de 40 pg/Kg por triplicado para el analisis de recobra-
do.

RESULTADOSY DISCUSION

En la Figura 1 se presenta el perfil cromatografico
de las aflatoxinas M, y B, cuando la muestra es
prederivatizada con &cido trifluoroacético, con tiem-
pos de retencion de 3.08+0.10 y 5.21+0.10 respecti-
vamente. La curva de calibracion (y = 103281x —
5948.7) mostré una linealidad significativa (p<0.05)
en un intervalo de 0.1 a 1 pg/Kg con un coeficiente de
determinacion de 0.9982. Los limites de deteccion y
cuantificaciéon fueron 26.5 y 30.1 ng/uL respectivamen-
te. El recobrado (exactitud) de aflatoxina M, en leche
fue de 91% para un nivel de 40 pg/Kg con una preci-
sion del 5%. Trabajos similares donde se ha emplea-
do este método oficial para la determinacion de
aflatoxina M, en leche muestran limite de deteccion
de 15 ng/Kg, valores de recobrados por encima del
90% y valores de precision entre 7-9% (16; 48). Las
mayores diferencias encontradas fueron en los tiem-
pos de retencion debido a cambios en la composicién
de la mezcla de la fase movil, las caracteristicas de
la fase reversa empleada en la columna y el flujo
empleado, sin embargo estos resultados obtenidos
en el laboratorio muestran que el método fue eficien-
te para evaluar la presencia de aflatoxina M, en los
niveles que exige la UE y la FDA para 0.05y 0.5 pg/
Kg respectivamente. Ademas, existe la posibilidad de
proponer métodos no oficiales para el andlisis de
AFM1 y validarlos bajo las pautas indicadas en la
Norma ISO 17025, a través de pruebas de
proeficiencia e intralaboratorio. Su aplicacion se debe
hacer en muestras problema, un ejemplo de ello se
presenta en el trabajo de Gallo et al. (13).

En la Tabla 1 se muestra un resumen del nimero
de muestras en diferentes intervalos de contenidos
de aflatoxina M, en las muestras de leches cruda,
ultrapasteurizada y organica producidas y comercia-
lizadas en el Altiplano Mexicano, donde el 59.1% de
todas las muestras presentaron niveles de aflatoxina
M, superior al LMR establecido por la UE (10). EI 20%
de las muestras de leche orgénica presentaron nive-
les superiores al valor establecido por la UE y la FDA,
mientras que los porcentajes de las muestras de le-
che cruda y ultrapasteurizada fueron 66 y 50%, res-
pectivamente.

Los resultados logrados difieren a lo informado por
Carvajal et al. (4) para leches pasteurizada y
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FIGURA 1. Perfil cromatogréfico de las derivatizaciones
de Aflatoxina M, y B, con é&cido trifluoroacético./
Chromatography profile of aflatoxinsM, and B, derivatized
with trifluor oacetic acid.

ultrapasteurizada. Estos investigadores encontraron
contenidos de AFM1 mayores a 0.05 pg/Kg en 13%
de sus muestras estudiadas (n = 290), en tanto que
en este estudio el 52.3% de las muestras (n = 44)
presentaron niveles superiores a 0.05 pg/Kg, incluso
la leche con categoria de organica presenté en 20%
de los casos (n = 15) valores superiores al limite se-
fialado, lo cual pone en evidencia que la presencia de
aflatoxina M, en leche es una problematica actual en
México.

Otros estudios realizados en los Ultimos 7 afios
en paises como Brasil (16; 31); Colombia (9); Italia
(13; 14; 32); Grecia (36) y Corea (22), manifiestan
incidencia alta de aflatoxina M, en muestras de leche
y productos lacteos (>75%), sin embargo los niveles
de concentracion (ng/Kg) son bajos y no sobrepasan
en muchos de los casos los limites establecidos por
la UE. En este trabajo no obstante presentar una inci-

dencia del 50%, las medianas obtenidas para las
muestras de leches cruday ultra pasteurizada fueron
mayores al LMR. Una posible causa de estos valores
pueden ser las variaciones de la humedad relativa en
el ambiente, que favorecen la presencia de hongos
toxigénicos en los alimentos destinados al consumo
animal. Otro factor que influye en los resultados obte-
nidos, pudo tener como origen el consumo de granos
y concentrados, donde existe una probabilidad de la
presencia de estas toxinas en los mismos. La pre-
sencia de micotoxinas en México en alimentos del
consumo animal y humano ha sido reportada por va-
rias décadas (15; 8; 41; 23).

En estudios anteriores se ha podido constatar que
concentraciones bajas de aflatoxina M, pueden de-
berse a la dilucién de lotes altamente contaminados
con numerosos lotes libres o con bajos niveles de
contaminacion con aflatoxina M,, que hace que apa-
rezca una incidencia alta con bajos niveles (32; 33).

Los andlisis realizados en muestras de leche or-
génica mostraron un valor de su mediana superior a
los registrados para las leches cruda y pasteurizada
(Tabla 2), esto pudo deberse a que el factor de dilu-
cién a que fue sometido la muestra es mucho menor,
sin embargo su incidencia solo fue del 20% (Tabla 1).
Los hallazgos estén en correspondencia con los en-
contrados por otros autores, donde se plantea que la
frecuencia de aparicion de leche organica debe ser
menor al resto de la leche, siempre y cuando se cum-
plan las buenas practicas agropecuarias (43; 44). La
produccion de leche organica representa una opcion
para la agroindustria, ya que un sector de los consu-
midores ha modificado en los Gltimos afios sus prefe-
rencias, en la blisqueda por encontrar en el mercado
alternativas que no representan riesgos a corto y a
largo plazo para su salud. No obstante, es probable
gue aun cuando los productores de leche cumplan
con las caracteristicas de la produccién organica apro-
badas y establecidas por organismos certificadores,

TABLA 1. Frecuencias de ocurrencia de aflatoxina M, en leches cruda, ultrapasteurizada y orgénica por intervalo de
concentracion (ug/Kg)./ Frequencies of aflatoxin M, occurrence in raw, ultrapasteurized and organic milk by

concentration range (Ug /Kg)

nd-0.05 0.051-0.49 0.5-9.9 10-50 >50
L. ultrapasteurizada (n=20) 8 1 1 7 3
L. organica (n=15) 9 1 2 2 1
L. cruda (n=9) 1 1 1 5 1
SUMA 18 3 4 14 5
Porcentaje (%) 40.9 6.8 9.0 32.0 11.3

nd : no detectado
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TABLA 2. Vaores de las medianas, minimos y
maximos de los contenidos de aflatoxina M3 (Lg/Kg) en
muestras de leches cruda, ultrapasteurizada y organica
comercializadas en el Altiplano Mexicano./ Values of
the medians, maximum and minimum of aflatoxin M,
(ug/Kg) in raw, ultrapasteurized and organic milk
samples marketed in the central zone of Mexico

L. pasteurizada | L. orgénica | L. cruda
Mediana 16.1 23.1 16.2
Minimo 0.2 0.2 04
Méaximo 76.6 88.6 92.3

la aflatoxina M, y otras sustancias toxicas puedan es-
tar presentes en la leche y alimentos organicos (45).
Este estudio demuestra que la leche organica no esta
exenta de contaminarse con micotoxinas.

Debido a la alta incidencia de aflatoxina M, encon-
trada en el presente estudio en muestras de leche
comercializadas en el Altiplano Mexicano se reco-
mienda desarrollar un programa de pesquisaje per-
manente con la meta de prevenir lotes de leche con-
taminadas con niveles de aflatoxina M, por encima
del nivel regulatorio establecido en México (0.5 pg/
Kg) que evite que la misma pase a la cadena
alimentaria.
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