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ABSTRACT

Thirty six dry milk powder samples of six different brands and forty nine pasteurized fluid milk samples of four
different brands purchased in retail stores located in Hermosillo, Sonora were analyzed to determine the contents of
aflatoxin M) (AFM|). The AFM; was isolated by antibady affinity columns and quantified using a fluorometric
technique. In the range of 0.05 t0 0.5 pg/kg a 97% recovery was obtained with a detection limit of 0.05 pg/kg. The
average AFM content ranged from 0,13 + 0.01 to 0.2 +0.07 pg/kg in dry milk powder and 0.13 +0.07 10 0.27 +
0.12 pg/kg in fluid milk. High levels of AFM) were found in both dry milk powder and fluid milk samples. 0.33
and 0.49 pg/kg respectively. The majority of the samples, 76%, had levels of AFM| < 0.2 pg/kg and 24% of the
samples varied from 0.2 (o 0.5 ug/kg. None of the samples exceeded the maximum level of .5 pg/kg permitted by
FDA.
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RESUMEN

Se analizaron 36 muestras de leche en polvo de seis marcas y 49 de leche fluida pasteurizada de cuatro marcas
comercializadas en Hermosillo, Sonora para determinar el contenido de aflatoxina M) (AFM)). La extraccion de
AFM se hizo empleando columnas de afinidad con anticuerpos ¥ la cuantificacion por una 1€cnica de fluorometria
Este método proporciona una recuperacion mayor al 97% de AFM; en un rango de 0.05 a 0.5 pg/kg v un limite de
deteccion de 0.05 pg/kg. El contenido promedio de AFM| por marca de leche en polvo varié de 0.13 + 0.01 a 0.2 +
0.07 pg/kgyde0.13 +0.07a0.27 +0.12 pg'kg en leche fluida. La concentracidn mas alta de AFM registrada en
la leche en polvo fue de 0.33 pg/kg v en la fluida de 0.49 pg/kg. El 76% de lodas las muestras contenian < 0.2
ug/kg de AFM y el 24% entre 0.2 y 0.5 pg/kg, Ninguna muesira rebasd el nivel maximo de 0.5 pg/kg permitido
por la FDA,
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Cuando el ganado es alimentado con forraje contaminado con aflatoxina B1, el 1-2% de ¢sta es
metabolizada en aflatoxina M1 (AFM1) por el sistema oxidativo de los microcuerpos del higado
de la vaca y excretada en la leche (Price ef a/., 1985). Aunque entre las aflatoxinas, la AFM| es
una de las menos toxicas, puede provocar alteraciones bioquimicas y biologicas (Ciegler, 1975)
por lo que su presencia en la leche representa un riesgo para la salud, mas ain considerando que es
un producto basico para la pablacion infantil.

En los Estados Unidos, a raiz de que en 1978 fueron desechadas aproximadamente un millon
de libras de leche con concentraciones de AFM | de hasta 10 pg/ke, se establecieron niveles de
tolerancia tanto en la leche como en el alimento consumido por el ganado, asi comoprogramas
permanentes de monitoreo (Park, 1993). El limite maximo permitido de AFM en leche sélo se ha
establecido en 15 paises y varia de 0.05 a 1 pug/kg; para las naciones europeas es de 0.05;
mientras que, para Norteamérica y Sudamérica es 0.5 pg/kg (Van Egmond, 1989, Park, op. cit.).

Se han realizado diversas investigaciones con la finalidad de remover o inactivar la AFM| en
la leche. Sin embargo, sélo en algunos estudios se han obtenido resultados positivos en los que se
ha logrado reducir su concentracion a niveles aceptables (Applebaum y Marth, 1982; Yousef y
Marth, 1986; Higuera-Ciapara e? al., 1995). Actualmente se recomienda que el forraje destinado al
consumo del ganado lechero contenga menos de 20 pg/kg de aflatoxinas; en caso contrario, es
necesario tratarlo con amonio para reducir la concentracion de las toxinas y asi disminuir o evitar
su presencia en la leche (Park, 1993).

Con el objeto de conocer la concentracién de AFM; en leches comercializadas en
Hermosillo, Sonora, se seleccionaron arbitrariamente seis marcas de leche en polvo: tres de leche
entera, una de leche descremada y dos tipos de leche para consumo infantil. Se analizaron tres
lotes por duplicado para cada marca. El criterio principal para la seleccion de marcas fue el alto
consumo en la region. En relacion con la leche fluida pasteurizada se analizaron por duplicado de
10 a 14 muestras de cada una de las cuatro marcas existentes en el mercado local. Los muestreos
se realizaron durante Enero-Abril de 1993,

La unidad de muestreo se constituyd por envases de 1 It de leche pasteurizada y latas de
leche en polvo con un contenido neto de 350 a 450 g. El numero de muestras se calculd de
acuerdo a la siguiente formula: N—(ZSJ’E)Z, donde 7Z es el wvalor correspondiente a una
confiabildad del 95%, S es la desviacion estandar en base a un nimero pequefio de muestras; y E
es el error de la media. Aunque el nimerc de muestra fue menor a 30 en los dos tipos de leche, la
cantidad se ajusto a este valor debido a que se asume una distribucion normal (Zar, 1984).

La extraccion y cuantificacion de AFM se llevd a cabo mediante la técnica de Hansen
(1990) con ligeras modificaciones. La extraccion se hizo utilizando muestras de 50 ml de leche, a
las cuales se les afiadio 2 g de NaCl y se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 min. a 10 C.
Posteriormente, la muestra se filtré y 25 ml de ésta se pasaron a través de una columna que
contenia anticuerpos para la AFM, (Aflatest T, Vicam, Somerville, MA). Después se lavo la
columna con 20 ml de metanol al 10% y se eluyé la AFM| con 1 ml de metanol al 80%. La lectura
se realizd en un fluorometro TorBex FX-100 Serie 3 (Vicam, Somerville, MA) después de agregar
ala elucion 1 ml de solucién acuosa de bromina al 0.001%. Todas las determinaciones se hicieron
por duplicado y el limite de deteccion fue de 0.05 ug/kg.

Hansen (1990) reporté que esta técnica permite una recuperacion mayor al 97% de AFM:
lo cual fue corroborado al analizar estandares de AFM; (Sigma, St. Louis, MO) reconstituidos



Rev. Mex. Mic 11, 1995 181

con leche libre de aflatoxinas (Penicillin Assays Inc., Malden, MA). Este andlisis se hizo por
duplicado. Las concentraciones de AFM se sometieron a un analisis de varianza y para comparar
los promedios se aplico la prueba de Tukey dando un margen de error experimental del 5% (Zar,
1984).

El contenido promedio de AFM) de las seis marcas de leche en polvo vario de 0.13 + 0.01 a
02+ 007 pgkg. La variabilidad en el contenido de aflatoxina fue baja en todas las marcas, con
excepcion de la que presentd el promedio méas alto, con un coeficiente de variacion del 35%. Esta
concentracion fue estadisticamente diferente (p<0.05) de las marcas restantes. La concentracion
mas alta para una muestra fue de 0.33 pg/kg; ésta pertenecia a la marca con el contenido
promedio mas elevado, la cual estaba destinada a la poblacion de infantes.

Con relacion a la presencia de AFM; en leche fluida pasteurizada, el contenido medio de
aflatoxina de las cuatro marcas estudiadas vario de 0.13 + 0.07 a 027 = 0.12 pg/kg. Las
concentraciones mas elevadas se presentaron en la marca A (048 pug/kg) y D (0.49). La
concentracion de AFM; vario significativamente (p<0.05) entre marcas y dentro de una misma
marca. Esto puede ser debido al origen diverso de la leche y a que el muestreo abarcd dos
estaciones del afo. Sin embargo, esto ultimo no ha sido consistente en las diferentes
investigaciones; en unos estudios no se ha observado variacion significativa estacional o regional
en el contenido de AFM (Rasmussen, 1988) mientras que en otros ha sido muy claro este efecto
(Maxwell et al, 1989). Debido a que las condiciones ambientales afectan el crecimiento y
desarrollo de los mohos sobre los esquilmos, generalmente se acepta que potencialmente existe
una variacién estacional en la produccion de aflatoxinas.

Las concentraciones observadas difieren de las obtenidas en un estudio realizado en la Cd
de Hermosillo en 1980, en el cual se analizaron 20 muestras de leche pasteurizada pero no se
detectaron residuos de AFM| (Rayas, 1980). En este trabajo, el 67% de las leches fluidas
contenian menos de 0.2 pg/kg v el 33% restante de 0.2 a 0.5 pg/ke (Tabla 1) Esta incidencia de
contaminacion por AFM es similar a la reportada para Arizona, Estados Unidos, donde de las
4149 muestras analizadas en el transcurso de 10 afios, el 18% contenia de 0.2 a 0.5 pg/kg y el
82% restante menos de 0.2 pg/kg. Asimismo, ninguna muestra rebaso el nivel maximo permitido
por la FDA,

El 76% de las muestras de leche en polvo y fluida comercializadas en la Cd. de Hermosillo,
Sonora presentd una incidencia de contaminacion por AFM| menor que 0.2 pg/kg; mientras que
el 24% restante entre 0.2 y 0.5 pg/kg (Tabla 1).
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Tabla 1. Aflatoxina M en leche comercializada en Hermosillo, Sonora.

Numero de Muestras

Tipo de Numero de Concentracion de AFM; ( g/kg)
Muestra Muestras < 0.2 0.2-0.5 >0.5
Leche en Polvo 36 32 4 0

Leche Fluida 49 33 16 0
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