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RESUMEN: EIl objetivo de este estudio fue evaluar € contenido de aflatoxina M1 (AFM1) en quesos
frescos tipo panela producidos en varias zonas de México. Las muestras se tomaron durante € periodo
de agosto del 2007 a abril del 2008 en supermercados de la ciudad de M éxico, donde se ofertan quesos
provenientes de diversas industrias y zonas de México. Las muestras se procesaron y aalizaron por
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) bajo las directrices de métodos propuestos por la
AOAC. Los resultados evidenciaron que todas las industrias queser as presentaron incidencia de AFM 1.
El 27 % de las muestras positivas estuvieron por encima del nivel de tolerancia establecido por algunos
paises (0.25 pg/K g) como Austria, Honduras, Suizay Turquia.
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LEVELSOF AFLATOXIN M1 1IN FRESCH CHEESES PRODUCED IN MEXICO

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the content of aflatoxin M1 (AFM1) in fresh cheeses
type panela produced in several places of Mexico. Samples wer e taken during the period from August,
2007 to April, 2008 in supermarkets of Mexico City, where cheeses from diverse industries and places
of Mexico are offered. Samplesweretried and analyzed by high pressureliquid chromatography (HPL C)
under the directives of methods proposed by the AOAC. The results showed that all cheese industries
had incidence of AFM1. The 27 % of the positive samples was overheading of the tolerance level
established by some countries (0.25 pg/K g) like Austria, Honduras, Switzerland and Turkey.
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do de animal a animal, de dia a dia o de ordefio a
ordefio(3).

Se ha demostrado el efecto carcinogénico,

INTRODUCCION

Las aflatoxinas son sustancias toxicas producidas

en el metabolismo secundario de varias especies de
Aspergillus y Penicillium y aparecen como contami-
nantes naturales en los alimentos cuando las condi-
ciones climaticas (humedad y temperatura) son pro-
picias (1) Se estima que el 25% de la produccion
mundial de cereales se encuentra contaminada con
algan tipo micotoxinas (2).La aflatoxina M1 (AFM1)
es un metabolito hidrolizado de la aflatoxina B1 (AFB1)
gue se excreta en la leche de animales lactando en
una relacion entre el 1-3% de la concentracion inicial
de AFB1 presente en el alimento consumido, varian-

teratogénico e inmunosupresor de ambas aflatoxinas
en diferentes especies, lo que ha permitido que la
Agencia Internacional para la Investigacion del Can-
cer (IARC) ha clasificado a las aflatoxinas B1 y M1 en
el grupo 1 como carcinégenos humanos (4)

Se ha demostrado que la AFM1 presente en la le-
che no se degrada totalmente durante su proceso tec-
nolégico en la produccion de derivados lacteos (5-7)
y por otra parte la unién de la AFM1 a las proteinas de
la leche hace que su concentracion sea mayor en la
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cuajada que en la propia leche (5,6,8). Todo lo ante-
rior constituye un problema muy serio para la
inocuidad, lo que ha conllevado que mas de 60 pai-
ses han regulado el limite maximo permisible (LMP)
de esta toxina en la leche y derivados lacteos, exis-
tiendo dos tendencias en su reglamentacion 0.05 y
0.5 pg/kg (9). EI LMP de 0.5 pg/kg ha sido estableci-
do en la mayoria de los paises América Latina y ar-
monizado en MERCOSUR (10), mientras el 0.05 ug/
kg lo asume la mayor parte de los paises de Europa
(12).

En México se ha reportado la presencia de AFM1
en leche en polvo y fluida comercializadas durante la
década del 90 (12,13) y mas recientemente en el es-
tado de Hidalgo y en el Altiplano Mexicano (14,15),
donde pone en evidencia que la presencia de
aflatoxina M1 en leche es una problematica actual en
México.

El alto porcentaje de AFM1 encontrado en la leche
producida de manera convencional y orgénica en el
estado de México sobrepasa el LMP (0.5 ug/kg) de
esta sustancia en la leche (15) y la misma no se des-
truye por los procesos tecnolégicos, lo que hace su-
poner una alta incidencia de esta toxina en productos
lacteos con énfasis en la produccion de queso, por lo
gue el objetivo de este trabajo fue evaluar por
cromatografia de liquidos de alta resolucién los con-
tenidos de AFM1 en quesos producidos en varias zo-
nas del pais.

MATERIALESY METODOS

Toma de muestras. Se colectaron muestras de
250 g cada una de queso fresco tipo panela durante
agosto del 2007 a abril del 2008, con una frecuencia
mensual. Las muestras fueron provenientes de una
unidad de produccion de queso con caracteristicas
artesanales (industria familiar no tecnificada) y otras
9 industrias queseras con marcas registradas (MR)
de diferentes zonas de México (Tabla 1). El nimero
de muestras por industria fue de 10, para un total de
90. La toma de muestras se realizé segun las directri-
ces establecidas en Norma Mexicana (16).

Extracciony purificacion dela AFM1. Se llev6 a
cabo segun se describe en el método oficial de la
AOAC 980.21 (17) La AFML1 se extrajo del queso (15
g) mediante cloroformo (100 mL) por agitacion meca-
nica (licuadora), se filtro y este filtrado se purificé en
columna de vidrio empacada con 2 g de silica gel y
sulfato de sodio anhidro, mediante un lavado con
tolueno-acetato (9:1) y otro mas con hexano-éter-
acetonitrilo (5:3:2), finalmente se eluyd con clorofor-
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TABLA 1. Establecimiento de las industrias queseras
en el territorio mexicano./ Establishment of cheese
industries on the Mexican territory

Industria Zona

Familiar no | ztapal apa, Distrito Federal

tecnificada

MR1 Cuautitlan, Estado de México

MR2 San Nicolas de la Garza, Nuevo
Ledn

MR3 Texcoco, Estado de México

MR4 San Miguel de Allende,
Guanagjuato

MR5 Tijuana, Baja California

MR 6 San L uis Potosi, San Luis Potosi

MR7 Durango, Durango

MR8 Lago de Morelos, Jalisco

MR9 Torredn, Coahuila

mo-acetona (8:2). El extracto que contenia las
aflatoxinas se rotoevaporé hasta sequedad y se guar-
do a -20°C hasta su derivatizacion.

Derivatizacion. Se siguio lo establecido para le-
che fluida por el método 986.16 de la AOAC (18). Al
extracto purificado y seco se le adicionaron 100 pL de
hexano mas 50 pL de TFA, se dej6 reposar durante
40 minutos. Se llevo a sequedad bajo corriente débil
de nitrégeno. Posteriormente se recuperd con 500 L
de fase movil e inyectaron 50 pL al cromatégrafo de
liquidos.

Analisis cromatografico. Se utilizé un
cromatdgrafo de liquidos Merck-Hitachi con detector
de fluorescencia (bomba L-6200 Ay detector L-7480),
longitud de onda de excitacion y emision: 365 y 425
nm respectivamente, y columna fase reversa
(Lichrocart 100 C18, 5 um, 250 x 0.4 mm). La fase
movil estuvo compuesta por acetonitrilo-metanol-agua
(20:20:60) con un flujo de 1 mL/min. El volumen de
inyeccion de las muestras y patrén de AFM1 fue de
50 pL, previamente filtrados por membrana millipore
(0.45 um A). Los cromatogramas fueron registrados
utilizando una interfase Perkin EImer NCI 900 y pro-
cesados con el Software Totalchrom version 6.2.

Identificacion y cuantificacion. La preparacion
de la solucién patrén de AFM1 (Sigma-Aldrich) se rea-
liz6 por el método 971.22 (19). A continuacion se pre-
pararon diluciones del patron en unrango de 0.5a 10
pg/mL de metanol y se tomaron 50 pL de cada solu-
cién traspasandose a un tubo cénico cerrado. Cada
solucion se secO bajo corriente de nitrdgeno y se
derivatizaron de forma similar a o expuesto en las



muestras de queso. Para identificar y cuantificar la
AFML1 en las muestras problemas se emple6 el méto-
do de estandar externo comparando los perfiles
cromatograficos (tiempos de retencion y areas de los
picos).

Evaluacién del desempefio del método

Especificidad Se prepard una solucién madre
(SM) de los patrones de aflatoxinas B1 y M1 en
metanol a una concentracién de 1 mg/mL. La solu-
cién de trabajo (ST) se prepar6 a partir de una dilu-
cion de la SM con la fase movil a una concentracion
de 0.5 pg/mL.

Linealidad: Se procesaron cuatro concentracio-
nes en un rango de 0.5-10 pg/mL del patrén de refe-
rencia por triplicado para determinar la pendiente, el
intercepto y el coeficiente de correlacion entre el area
y la concentracion del analito. Para la determinacion
del limite de deteccién y cuantificacion se procesaron
dos curvas, una en el rango normal de la determina-
cién (0.5-10 ig/mL) y la otra cercana al limite de de-
teccion (0.25 -0.7 ig/mL) por triplicado en cada uno
de los puntos. Se procedio a determinar los valores
de LD y LC y se considerd tres y diez desviaciones
estandar del blanco para (n) medidas individuales.
(ecuaciones 1y 2).

Limite de deteccion = (Ybl + 3 Shl )/b (1)
Limite de cuantificacion = (Ybl + 10 Sbl )/b (2)

La sensibilidad de calibracion corresponde con la
pendiente de la curva de calibracion y la sensibilidad
analitica es el cociente entre la sensibilidad de cali-
bracién y la desviacion estandar de la medida.

Exactitud: Se prepararon dos niveles de concen-
tracion de aflatoxina M1 por triplicado (0.5 5 pg/L en
una muestra de queso y se compard con la misma
muestra para el calculo del recobrado por compara-
cién de las cantidades tedricas con los valores deter-
minados.

Técnicas estadisticas utilizadas. Exploracion de
datos, estadistica descriptiva, analisis de la varianza
seguido de la prueba de Tukey y regresion lineal sim-
ple. Se uso el paquete estadistico SPSS version 15.0
para Windows.

RESULTADOSY DISCUSION

A diferencia de otros procedimientos oficiales que
emplean columna de inmunoafinidad en la purifica-
cion y deteccidn fluorescente para la determinacion
de AFM1 en queso (20-22), en este trabajo se combi-
no6 diferentes métodos de la AOAC: el uso de colum-
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na de extraccion de fase solida (C18) en la purifica-
cion, la prederivacion de la muestra con acido
trifluoroacético y la determinacién por HPLC emplean-
do columna de fase reversa con deteccién fluores-
cente.

Los resultados de especificidad se observa en la
Figura 1 donde las aflatoxinas M1 y B1 aparecen a
los tiempos de 3.08+0.10 y 5.21+0.10 min respectiva-
mente pudiendo identificar las dos aflatoxinas con un
nivel de resolucion mayor que uno. En la figura 1B y
1C se observa que el queso blanco (libre de
micotoxinas) no presenta picos interferentes en la re-
gion de 3.14 min donde aparece solamente la
aflatoxina M1.

La linealidad del método presentd un coeficiente
de determinacion de 0.9982 y la ecuacion de la recta
de mejor ajuste fue y =103281x —5948.7. Los limites
de deteccidn y cuantificacion fueron 0.221 y 0.560 pg/
kg respectivamente. El recobrado medio (exactitud)
de aflatoxina M1 en queso en los niveles de 0.5y 5
pa/kg fue de 83.6+15%

Los bajos tiempos de retencién encontrado para
AFM1 en este trabajo con respecto a otros reporta-
dos entre 8-12 min (23,24), se debe a que nosotros
derivatizamos la AFM1 con &cido trifluoracético y se
forma el derivado de aflatoxina M2a (AFM2a) que sale
a un tiempo de retencion menor que la AFM1. Resul-
tados similares se obtuvieron por Stubblefield cuando
optimizd las condiciones de reaccion (25). Por otra
parte al tener una mayor densidad de electrones en la
AFM2a que la AFM1 en su estructura hace que se
detecte menor concentracion en la muestra analiza-
da, debido a que incrementa su sefial fluorescente
(26). De manera general los pardmetros de desem-
pefio obtenidos estan acorde con lo establecido para
un método de andlisis cuantitativo (27), lo que permi-
te detectar las concentracién de AFM1 exigida por los
organismos reguladores (CODEX, UE, MERCOSUR)
para queso (250ng/g) .

En la Tabla 2 se observa que todas las industrias
presentaron incidencia de AFM1, donde el D.F. y el
Estado de México fueron las 2 zonas con mayor inci-
dencia de ocurrencia en sus quesos (55.65%), mien-
tras que en el estado de Tijuana (MR5) s6lo una mues-
tra se encontré contaminada (11.1%). De acuerdo al
nivel de tolerancia de AFM1 en queso (0.25 ug/Kg)
establecido por algunos paises como Austria, Hondu-
ras, Suiza y Turquia (28) se observa que el 27.77%
de las muestras analizadas presentaron niveles por
encima del LMP, con una mediana que oscil6 entre
0.19y 1.22 pg/kg. La alta variabilidad de los resulta-
dos puede estar dado por los niveles de AFM1 pre-
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sente en la leche, donde se ha reportado valores que
oscilan entre 0.5 y 50 ug de AFM1/kg en muestras
procedentes del altiplano Mexicano (15) Estudios rea-
lizados en la determinacion de AFM1 en quesos du-
rante el 2000-2008 muestran una alta incidencia de
esta toxina en diferentes variedades de queso (29-
31), que si se compara con los resultados obtenidos
durante las décadas del 70 al 90 se observa la misma
problematica (32,33). Todo lo anterior corrobora la ne-
cesidad de contar con un sistema de analisis de ries-
go de puntos criticos que favorezca la disminucién de
AFB1 en la racion que consumen los animales y a su
vez una menor concentracion de AFM1 en la leche
(34).

En la Figura 1 se muestra que la mayor frecuencia
de aparicion de AFM1 en queso aparece a finales de
la época de lluvia, aspecto que puede estar relacio-
nado con condiciones climaticas de humedad y tem-
peratura que pueden favorecer la proliferacion de los
hongos. En diversos paises de Europa se ha reporta-
do que la mayor incidencia de aflatoxina M1 en leche
y derivados lacteos aparecen en los meses de invier-
no (35;36) y esto se explica porque se consume mas
concentrado debido al déficit de pasto en esa tempo-
rada. Un estudio realizado en México a finales de la
década del 90 reporté la mayor incidencia de
aflatoxicol y aflatoxina M1 en leche en los meses de
septiembre a octubre(13,37), estos resultados confir-
man que ademas de la estacién existen otros facto-
res que estan muy interrelacionados como son: el tipo
de alimento, el sistema de produccién y las propias
condiciones climaticas que no permite distinguir el rol
de cada variable en los niveles de contaminacion (38).

Los resultados anteriores muestran que la situa-
cién en el estado de México es compleja dada la in-
suficiente investigacion al respecto. Los estudios rea-
lizados en el pais han evidenciado que la presencia
de AFM1 en la leche y queso es frecuente y por tanto
se deben formular politicas sanitarias para enfrentar
este problema. La informacién de este trabajo es Ii-
mitada, por lo que se sugiere tomar y analizar mas
muestras, ya que el queso es uno de los principales
derivados de la leche y de los alimentos mas impor-
tantes para el hombre en cualquier etapa de su vida,
garantizando con ello un alimento inocuo para la po-
blacion mexicana.
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