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1. RESUMEN
Las aflatoxinas (AFs) son metabolitos secundarios producidos principalmente por

los mohos Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius que
pueden crecer en diferentes productos agricolas. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar la incidencia de mohos toxigénicos y aflatoxinas en muestras de
alimento para ganado y leche provenientes de cuencas lecheras del Valle del
Mezquital, Hidalgo. Para ello se realiz6 un analisis microbiolégico a muestras de
alfalfa y ensilados. La determinacion de aflatoxinas totales se llevd a cabo
mediante la técnica de ELISA y para determinar una posible relacion entre el
crecimiento fungico con la composicién de las muestras, se realizd6 un analisis
proximal. El recuento de mohos y levaduras fue elevado, teniendo rangos de
1.0*102% a 2.9*10° UFC/g de mohos y 4.0*10° a 2.1*10” UFC/g de levaduras en
muestras de alfalfa, mientras que en las muestras de silo se hallaron rangos de
1.0*102% a 2.0*10° UFC/g de mohos y 1.5*10° a 2.3*108 UFC/g de levaduras. Por
otro lado, se encontré incidencia de aflatoxinas en la totalidad de las muestras de
alfalfa, silo y leche analizadas. Finalmente, se determin6é que la composicion del
forraje no es un factor que parezca influir de manera importante en el desarrollo de
mohos ni de aflatoxinas, pero si lo son tanto los factores ambientales como la
microbiota nativa, la cual se encuentra en constante competencia por los
nutrientes. En conclusion, se determiné que la contaminacién de los forrajes se
atribuye principalmente a malas practicas agricolas, y en particular a un deficiente
control en el proceso de ensilaje. Esto trae como consecuencia que el consumo de
forrajes contaminados por parte del ganado bovino lleva al metabolismo de

aflatoxinas para finalmente ser segregadas en la leche.
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2. MARCO TEORICO
2.1. Micotoxinas

La palabra micotoxina deriva de los vocablos griegos mikes y toxina, que significan
hongo y veneno, respectivamente (Soriano, 2007). Las micotoxinas son
metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos (Pankaj et al.,2018),
con bajo peso molecular (300 a 700 Da) (Paterson & Lima, 2010; Turner et al.,
2015). Estos compuestos tienen lugar en el desarrollo fungico cuando la fase
exponencial del crecimiento llega a su etapa final y durante la fase estacionaria

(Figura 1).

Figura 1. Fases del crecimiento fungico y localizacién de la sintesis de las

micotoxinas. Fuente: Soriano, 2007.

La mayoria de las micotoxinas conocidas hasta ahora han sido aisladas de los
géneros fungicos del grupo Deuteromycetes (Fungi imperfecti), entre los que
destacan Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Claviceps, Neotyphodium,
Strachybotrys, Myrothecium, Phoma y Diploida (Martinez & Anadén, 2012).
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2.1.1. Micotoxinas en un contexto historico

Durante la Edad Media, comenz6 a desplegarse la introduccion del centeno en
Europa, donde la elaboracion del pan se realizaba con cualquier tipo de cereal,
incluyendo granos contaminados con el cornezuelo del centeno (Soriano, 2007).
Como consecuencia del consumo del pan negro, empezaron los brotes de
ergotismo (fuego de San Antonio), denominado asi en aquellos dias debido a que
en el siglo Xl se fundaron los monasterios de San Antonio Abad, para atender a

las victimas de este padecimiento (Laval, 2004).

En 1960 surgio el interés por Aspergillus flavus en Europa y Lejano Oriente debido
a que se presentaron muertes de aves a causa de las toxinas producidas por este
moho. En tanto, el término micotoxina fue creado en 1962, después de la famosa
muerte de pavos en Inglaterra, al ingerir comida a base de cacahuate procedente

de Brasil y Africa (Bezerra et al., 2014).

Por otro lado, la citrinina se asocié con el sindrome de "arroz amarillo" en Japén
en 1971, debido a la presencia constante de Penicillium citrinum en este alimento.
Esta micotoxina también ha sido considerada como responsable de la nefropatia
en cerdos y otros animales, aunque su toxicidad aguda varia segun la especie

animal (Bezerra et al., 2014).
2.1.2. Micotoxinas en alimentos y la salud humana

Los mohos micotoxigénicos pueden contaminar productos agricolas en
condiciones ambientales favorables, causando grandes pérdidas econdmicas por
el deterioro de los alimentos en pre-cosecha, post-cosecha y almacenaje
(Patriarca & Fernandez, 2017). Esta contaminacion se da principalmente por la
interaccion de los mohos, los alimentos susceptibles al dafio y el ambiente (Pitt et
al., 2008).

En este sentido, las especies de Fusarium son patdégenas para los cultivos de
cereales y otros productos, y pueden producir micotoxinas antes o inmediatamente
después de la cosecha. Algunas especies de Aspergillus y Penicillium también son

patdgenas de plantas o frutos, pero estos géneros estan mas asociados con los
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productos basicos y los alimentos durante el secado y el almacenamiento (Bosco

& Mollea, 2012).

En relacion a la presencia de micotoxinas en los alimentos (Tabla 1), ésta puede

ser individual o simultanea con otras, lo que puede provocar efectos sinérgicos en

su accion sobre el organismo aumentando asi su toxicidad (Soriano, 2007). Los

residuos de algunas micotoxinas pueden encontrarse en alimentos de origen

animal (carne, leche, queso y huevo) como consecuencia de la ingesta de

alimentos contaminados por parte de los animales (Pankaj et al., 2018).

Tabla 1. Micotoxinas en los alimentos y sus efectos sobre la salud en humanos y

en animales.

Micotoxina

Moho productor

Alimento susceptible

Enfermedad/sintoma

Aflatoxina

Aspergillus flavus,
A. parasiticus, A. nomius

Maiz, cacahuates,
nueces, semillas de
algodon, arroz, higos,
leche, huevo

Lesiones hepaticas, carcinoma
hepatico, inmunosupresion,
impedimento de crecimiento

en infantes

Ocratoxina

Aspergillus section nigri,
A. ochraceus,
Penicillium verrucosum

Cereales, café, cacao,
frutos secos, vino,
queso

Nefropatia endémica, tumores
en el tracto urinario,
afecciones en aves de corral

Zearalenona

Fusarium culmorum,
F. equiseti,
F. verticillioides,
F. graminearum

Maiz, cebada, trigo,
arroz, frutas y sus
productos (jugos)

Efectos estrogénicos,

cancer cervical

Fumonisina F. proliferatum, Maiz, sorgo, huevo, Carcinoma esofagico, edema
F. verticillioides leche pulmonar por encefalomalacia
equina
Toxina T-2, F. langsethiae, F. poae, F. Trigo, maiz leucopenia (aleukia)
HT-2 sporotrichioides

Desoxinivalenol

F. graminearum, F. poae,
F. culmorum,
F. crookwellense,
F. sporotrichioides,
F. tricinctum,
F. acuminatum

Arroz, maiz, cebada,
avena, centeno,
cerveza

Inhibiciéon de sintesis de
proteina, nauseas, vomitos,
diarrea, dolor abdominal,

rechazo al alimento

Nivalenol F. crookwellense, Arroz, maiz, cebada, Eritropenia, leucopenia,
F. poae, F. nivale, avena, centeno hematotoxicidad
F. culmorum,
F. graminearum
Patulina Penicillium expansum Manzanas, peras, Dafio en los sistemas

subproductos de frutas

gastrointestinal y respiratorio

Alternariol metil
éter, alternariol

Alternaria alternata,
A. tenuissima,
A. arborescens

Tomate y sus
derivados, productos
de fruta, cereales, vino,
cerveza

Mutagénico, cancer de

esofago

Acido
tenuazénico

A. tenuissima,
A. arborescens

Tomate y sus
derivados, productos
de fruta, cereales, vino,

Trastorno hematolégico

cerveza
Altertoxina A. alternata, Trigo, arroz, girasoles, Efectos mutagénicos
A. tenuissima, semillas

A. arborescens

Fuente: Patriarca & Fernandez, 2017.
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La exposicion a las micotoxinas puede ocurrir por ingestion, inhalacion y contacto
dérmico, causando asi una micotoxicosis. Esta se define como aquella
intoxicacién resultante de la ingesta de alimentos contaminados (Bosco & Mollea,
2012), es decir donde hay presencia de metabolitos secundarios producidos por
diferentes especies de mohos que generan diferentes cuadros clinicos (Lazo &
Sierra, 2008). En relacion a la concentracidon y al tiempo de exposicion de una
determinada micotoxina, asi como factores individuales como edad, sexo entre

otros se pueden dar diversas intoxicaciones (Martinez & Anadén, 2012):

1) Micotoxicosis aguda: se produce cuando se consumen micotoxinas a
concentraciones desde moderadas hasta altas, causando manifestaciones
especificas, sindrome de enfermedad aguda e incluso la muerte.

2) Micotoxicosis crénica: se produce por la ingesta de niveles de toxinas desde
moderados hasta bajos.

3) Micotoxicosis indirecta: se produce por la ingesta de muy bajas
concentraciones de toxina causando un aumento en la susceptibilidad a otras

infecciones o enfermedades.

El modo de accidn téxica de las micotoxinas esta determinado por la estructura
quimica ocasionando interacciones con membranas celulares, interferencia con el
metabolismo energético, interacciones con el ADN y proteinas, impidiendo su
transcripcion, asi como interaccion con receptores hormonales (Martinez &
Anadon, 2012).

Los sintomas generales de las micotoxicosis en humanos son vomito, diarrea y
otros problemas gastrointestinales asociados. Asimismo, se sabe que las
micotoxinas suprimen el sistema inmunitario, principalmente los tricotecenos
(como la toxina DON y T-2) que pueden reducir la inmunidad al inhibir la sintesis
de proteinas y la proliferacion celular (Bhat et al., 2010). En general, los efectos
biolégicos de la mayoria de las micotoxinas comprenden hepatotoxicidad,
nefrotoxicidad, actividad inmunosupresora, teratogenicidad, mutagenicidad,
carcinogenicidad, estrogenicidad y accién diabetégena (Martinez & Anadodn,
2012).
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En los animales, las micotoxinas producen una amplia gama de efectos nocivos
tales como reduccion de la productividad animal, aumento de la incidencia de
enfermedades debidas a la inmunosupresion, dafio a o6rganos vitales y la
interferencia con la capacidad reproductiva, y en algunos casos extremos, puede
ocurrir la muerte (Streit et al., 2012). Otros efectos estan relacionados a irritacion
en el tracto digestivo, reduccién en la absorcion de nutrientes y generalmente
interfieren con los sistemas endocrino y exocrino. Ademas, el crecimiento y la
proliferacion de mohos reducen los nutrientes disponibles, como las vitaminas y
los aminoacidos (Bhat et al., 2010). También pueden causar trastornos cronicos

en pulmones, micosis, abortos o mastitis (Bhat et al., 2010).

Finalmente, los factores que afectan la magnitud de la toxicidad por las
micotoxinas al ser humano y a los animales dependen de las especies fungicas
implicadas, los mecanismos o modos de accion, el metabolismo y los mecanismos

de defensa del organismo vivo afectado (Martinez & Anadon, 2012).
2.2. Aflatoxinas

La palabra aflatoxina proviene de la primera letra “A” que denota al género
Aspergillus, seguida de las tres letras “FLA” correspondientes a la especie flavus y

el sustantivo “toxina” que significa veneno (Ellis et al., 1991).

Las aflatoxinas (AFs) quimicamente son cumarinas sustituidas, conteniendo
moléculas de dihidrofurano o tetrahidrofurano (Wang et al., 2016). Las cuatro
principales aflatoxinas han sido subdivididas en los grupos B y G, con base en la
fluorescencia que presentan bajo luz ultravioleta, azul (blue) o verde (green). Estas
se denominan AFB1, AFB2, AFG1 y AFG:2 (Figura 2) (Méndez & Moreno, 2009;
Bezerra et al., 2014). Las aflatoxinas del grupo B tienen un anillo ciclopentanona,
mientras que las del grupo G tienen un anillo lactona (Carvajal, 2013; Sandoval,
2013).
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Figura 2. Estructura quimica de las principales aflatoxinas.

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos principalmente por
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y Aspergillus nomius (Fernandez, 2008;
Rojas & Wilches, 2009; Bezerra et al., 2014; Zachariasova et al., 2014). Estos
microorganismos pueden crecer en climas templados, subtropicales y tropicales
(FAO, 2003).

Estas micotoxinas pueden producirse en numerosos alimentos tales como semillas
oleaginosas, nueces y cereales. La produccién de aflatoxinas se puede presentar
tanto antes como después de la cosecha. De igual manera, los piensos y forrajes
para ganado vacuno son susceptibles a la contaminacién por estos metabolitos

(FAO, 2003). En la Tabla 2 se muestran algunas propiedades de las aflatoxinas.
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Tabla 2. Propiedades de las aflatoxinas.

Propiedades Valor o rango

PM 312 - 350 Da

Caracteristicas Cristales solidos que van del blanco al amarillo, sin olor y sin
sabor.

Solubilidad Poco solubles en agua.

Solubles en disolventes organicos, moderadamente polares
(Cloroformo, etanol, metanol, acetona, acetonitrilo y
dimetilsulféxido).

Termorresistencia En forma cristalina (purificadas).
pH (estabilidad) 3-10
Punto de fusion > 250 °C
Fuente: Carvajal, 2013 y Sandoval, 2013

Generalmente, la AFB1 es la de mayor incidencia y se presenta en mayor
concentracion en los productos alimenticios. La Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC) clasificé a la AFB1 como carcinégeno en el
Grupo 1 dado, la evidencia de su poder cancerigeno en humanos (Méndez &
Moreno, 2009; Cagindi & Glrhayta, 2016).

Hasta el momento han sido identificadas 20 aflatoxinas diferentes, sin embargo,
unicamente las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 se originan de manera natural en
sustratos contaminados por Aspergillus. Las demas aflatoxinas (M1, M2, P1, Q1,
aflatoxicol, etc.) se presentan como productos metabdlicos de sistemas

microbianos o animales (Rojas & Wilches, 2009).

Existen varios derivados hidroxilados de la AFB1 y AFB2, entre los que destacan la
AFM1 y AFMg, respectivamente (Figura 3). Estas se excretan en la leche de
animales que consumieron alimentos contaminados con aflatoxinas. Estas
aflatoxinas son igualmente activas y eso constituye un riesgo para la salud
humana (Rojas & Wilches, 2009).
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Figura 3. Estructura quimica de la AFM1y AFM2.
En el aino de 1977 la FDA establecié un limite permisible de 20 ug/kg para las

aflatoxinas totales en los alimentos destinados al consumo humano. Sin embargo,
en algunos paises europeos se han establecido limites de tolerancia mas estrictos,
especificamente para la AFB1, reglamentando 5 pg/kg para los alimentos

destinados tanto al consumo humano como animal (Méndez & Moreno, 2009).
2.2.1. Biosintesis de aflatoxinas

La biosintesis de aflatoxinas consta de varios pasos y es probablemente afectada
por factores ambientales (estrés, presencia de proteinas, etc.) asi como factores
genéticos (Gacem & El Hadj-Khelil, 2016). Un ejemplo de factores ambientales de
afectacion es la presencia de aminoacidos como el triptéfano, el cual inhibe la
sintesis de aflatoxinas, mientras que la tirosina la aumenta. Los compuestos
nitrogenados y de carbono son las principales limitantes en la produccién de estos
compuestos, tal es asi que la presencia de lipidos induce la aflatoxinogénesis
(Gacem & El Hadj-Khelil, 2016).

Esta sintesis se relaciona con la condensacion de un Acetil CoA que reacciona
con tres o mas grupos malonatos, produciendo malonil CoA, formando un
compuesto policetdnico. Posteriormente, hay ciclizacion y aromatizacién para
formar antrona y su compuesto oxidado (acido norsolinico), el cual, por medio de
reacciones diversas, provoca la formacién de las aflatoxinas (Gimeno & Martins,
2011).
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2.2.2. Factores para el desarrollo de aflatoxinas

Las condiciones para la produccion de aflatoxinas, tienen que ver directamente
con las condiciones ambientales para el desarrollo de los mohos productores
(Mohapatra et al., 2017; Wawrzyniak et al., 2018). Un ejemplo de ello es que
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus no pueden crecer o producir aflatoxinas
en sustratos con actividad de agua menor a 0.7, humedad relativa menor a 70% y

temperaturas por debajo de 10°C (Mohapatra et al., 2017).

Es asi que, el crecimiento de Aspergillus y la contaminacion de los productos con
aflatoxinas son consecuencia de la interaccion del moho, el anfitrién y el ambiente.
La combinacion adecuada de estos factores determina tanto la concentracion de la

biomasa fungica, como la de aflatoxinas producidas.

Existen factores fisicos, quimicos y biolégicos que influyen de manera directa en la
produccion de aflatoxinas, los cuales son mencionados brevemente a

continuacion.
Factores fisicos

Actividad de agua (aw). Dentro de los factores abidticos mas importantes para el
crecimiento de mohos y la produccion de micotoxinas se encuentran la aw y la
temperatura (Wawrzyniak et al.,2018). La aw Optima para la proliferacion de A.
flavus es aproximadamente 0.99; el valor maximo es 0.998 y el minimo es
aproximadamente 0.82 (Pitt & Miscamble,1995; FAO, 2003). En la Tabla 3 se
muestra la aw tanto para el desarrollo de algunos mohos como para la produccion

de toxinas.
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Tabla 3. Minima aw para el desarrollo de mohos y sus micotoxinas.

Mohos Micotoxinas Desarrollo  Produccion de toxinas
Aspergillus flavus Aflatoxina 0.78-0.84 0.82-0.84

A. parasiticus Aflatoxina 0.84 0.87

A. ochraceus Ocratoxina 0.77 0.85

Penicillium patulum Patulina 0.81 0.95

P. expansum Patulina 0.82-0.84 0.99

P. verrucosum Ocratoxina 0.80-0.81 0.83-0.86

Fusarium proliferatum Fumonisina 0.88 0.93

F. verticillioides Fumonisina 0.88 0.93

Fuente: Cheli et al., 2013; Fleurat Lessard, 2017

Temperatura. La temperatura para el desarrollo de A. flavus pueden ir de 10 a

43°C (Fernandez, 2008). La tasa de crecimiento 6ptima, hasta 25 mm al dia, se

produce a una temperatura ligeramente superior a 30°C. Este moho produce

aflatoxinas en el intervalo de temperaturas de 13-15 y 31-37°C, con una
produccion mayor en el intervalo de 20 a 30°C (FAO, 2003; Fernandez, 2008). En

la Tabla 4 se muestra la temperatura tanto para el desarrollo de algunos mohos

como para la produccién de toxinas.

Tabla 4. Rangos de temperatura para el desarrollo de mohos y produccién de

micotoxinas.

Mohos Micotoxinas T (°C) desarrollo T (°C) Produccion
de toxinas

Aspergillus flavus Aflatoxina 1043, 6ptima: 32-35 12-40

A. parasiticus Aflatoxina 1043, 6ptima: 32-35 12-40

A. ochraceus Ocratoxina 8-37, optima: 24-37  12-37, 6ptima: 31

Penicillium Patulina 0-40, 6ptima: 24-37 No reportado

expansum

P. verrucosum Ocratoxina 0-31, 6ptima: 20 4-20

Especies de Deoxinivalenol, 24-26 24-26

Fusarium nivalenol, T-2,

Zearalenona

Fuente: Cheli et al., 2013
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Factores quimicos

Entre los factores quimicos se encuentra el pH, la concentracion de didxido de
carbono, la presencia de compuestos nitrogenados, de oxigeno, pesticidas,

fungicidas y la composicion de sustrato (Bryden, 2012).

pH. La biosintesis de aflatoxinas ocurre en condiciones acidas, mientras que en
pH alcalino se inhibe, esto podria deberse a que se genera un cruzamiento con el
gen pacC, esto provoca que el gen que codifica para la produccion de aflatoxinas
en condiciones acidas no se exprese en condiciones alcalinas y por consiguiente,
no se llegue a la produccion de aflatoxinas (Yu, 2012). En el caso de A. flavus y
A. parasiticus el pH 6ptimo de crecimiento y de produccion de aflatoxinas es de
3.5a 8.0y 6, respectivamente (Cheli et al., 2013).

Concentracion de CO2. Uno de los factores que recientemente se ha empleado
para reducir la cantidad de aflatoxinas que pueden llegar a producirse durante el
almacenamiento es el uso de empaque de atmdsferas modificadas, empleando el
CO2 como gas modificante. El uso de estos empaques por si mismos no son tan
eficientes, por lo que se considera la combinacion de estos con otros factores

como aw Y humedad relativa (Mousa et al., 2016).

Compuestos nitrogenados. Los compuestos nitrogenados se relacionan de
manera muy estrecha con la produccién de aflatoxinas, ya que compuestos tales
como asparagina, aspartato, alanina, nitrato y nitrito de amonio, sulfato de amonio,
glutamato, glutamina y prolina favorecen la produccion de aflatoxinas, mientras
que el nitrato y nitrito de sodio no lo hacen, debido a que presentan un efecto

supresor sobre la formacion de aflatoxinas (Yu, 2012).
Factores Bioldgicos

Algunos ejemplos de estos factores son variedad, estrés, carga de esporas entre
otros (Bryden, 2012). La presencia de diferentes microorganismos en el mismo
habitat puede desarrollar interacciones ecoldgicas entre ellos, éstas pueden ser

positivas, negativas o indiferente al crecimiento fungico (Asurmendi et al., 2015).
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En la Figura 4 se presentan los factores que permiten la incidencia de micotoxinas

en alimentos de humanos y animales.

Figura 4. Factores que afectan la incidencia de micotoxinas en las cadenas
alimenticias de humanos y animales. Adaptado de Bryden, 2012.
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2.2.3. Efectos de las aflatoxinas sobre la salud humana

Entre las principales manifestaciones asociadas a la exposicion de aflatoxinas,
estan el dafo hepatico (cirrosis) y renal, mutagénesis (mutacion en el codén 249
de hepatocélulas humanas), teratogénesis (pueden cruzar la placenta humana y
crean malformaciones fetales), inmunosupresion (suprime la respuesta mediada
por células, altera la funcionalidad del sistema del complemento e inhibe la accién
de la IgA y la IgG ), genotoxicidad (formacién de aductos, con el ADN y junto con
la albumina induce a la mutacion de genes y alteraciones cromosdmicas como

intercambio entre cromatidas hermanas y recombinacion) (Rojas & Wilches, 2009).

De igual manera, afectan la absorcion y el metabolismo de lipidos, carbohidratos,
proteinas, vitaminas y minerales. Su toxicidad altera el transporte electronico de la
cadena respiratoria y las membranas celulares. Las aflatoxinas ingeridas por los
alimentos se absorben por la mucosa intestinal, pasando de la sangre al higado,

rindn, conductos biliares y sistema nervioso (Carvajal, 2013).

2.3. Métodos de determinacion de aflatoxinas

2.3.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina todavia es aplicable debido a que es una técnica
simple. La TLC ofrece la ventaja de separar aflatoxinas en una muestra dada, que
pueden aislarse aun mas de los residuos de una matriz interferente mediante la
limpieza en una columna de inmunoafinidad previo a la TLC (Stroka & Anklam,
2000).

La cuantificacion de aflatoxinas en TLC se realiza comunmente a través de la
comparacion de puntos de muestra con los de estandares bajo luz UV (enfoque
semicuantitativo) o mediante exploracion densitométrica de las placas
desarrolladas. En el primer caso, la precision y confiabilidad de los resultados
depende directamente del personal. Los densitometros de fluorescencia
disponibles en el mercado han sido desarrollados para ofrecer precision,
resolucidn de datos y flexibilidad (Stroka & Anklam, 2000).
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2.3.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Una de las técnicas mas empleadas para la determinacion de aflatoxinas es la

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Los métodos de deteccion usualmente utilizados son absorcion UV, fluorescencia
(que dependen de la presencia de un cromoforo en las moléculas), espectrometria
de masas y amperométricos. Sin embargo, la deteccion por fluorescencia requiere
una derivatizacién ya sea en pre-columna o post-columna para mejorar las

propiedades fluorescentes (Abdel-Azeem et al., 2015).

Por otro lado, HPLC acoplado a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) ha
mejorado dramaticamente la sensibilidad y la capacidad de identificacion debido a
que la espectrometria de masas puede seleccionar e identificar simultaneamente

los iones de las micotoxinas en una sola ejecucion (Zhang et al., 2016).

2.3.3. Cromatografia de gases (GC)
La GC también es utilizada para la determinacion de micotoxinas en muestras de
alimentos. Frecuentemente se acopla con espectrometria de masa permitiendo

limites de deteccion mas bajos y mayor selectividad (Mahmoud et al., 2018).

Debido a que las micotoxinas no son volatiles, estas deben ser derivatizadas para
su analisis, para esto se emplean agentes como N, Obis (trimetilsilil) acetamida
(BSA), trimetilclorosilano (TMCS) y/o N-trimetilsilimidazol (TMSI) (Mahmoud et al.,
2018).

2.3.4. Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

La técnica de ELISA se basa en la reaccion especifica antigeno-anticuerpo vy
puede ser de tipo competitivo directo o indirecto (Martinez et al., 2013).
Frecuentemente se utilizan reacciones de tipo competitivo directo para la

determinacién de micotoxinas (Osorno, 2015).

Los métodos de base inmunolégica dependen de la especificidad de los
anticuerpos monoclonales y policlonales contra diferentes micotoxinas (Abd-

Elghany & Sallam, 2015). Las altas sensibilidades de los anticuerpos permiten una
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gran dilucion de la muestra y, por tanto, la reduccién de los efectos de la matriz de
una muestra. Asimismo, se necesitan buenas reactividades cruzadas (idealmente
100%) en pruebas de aflatoxinas totales para evitar la subestimacion de
resultados cuando existe mezcla de aflatoxinas en una muestra (Oplatowska et al.,
2016).

2.4. Aflatoxinas presentes en la produccion de leche y sus derivados
Las aflatoxinas pueden contaminar la leche y sus derivados de forma directa o

indirecta. La contaminacién directa de los productos lacteos tiene lugar por la
presencia de mohos micotoxigénicos. En algunos productos derivados de la leche,
los mohos pueden provocar alteraciones organolépticas y generar un rechazo
sobre el consumo. Sin embargo, la ausencia de estos mohos en un producto no
asegura que éste se encuentre libre de aflatoxinas, debido a que los metabolitos

pueden persistir después de que los mohos sean eliminados (Vazquez, 2014).

La contaminacion indirecta ocurre cuando crecen mohos aflatoxigénicos
productores de AFB1, en los alimentos del ganado (Vazquez, 2014). La AFB1 se
absorbe via tracto gastrointestinal dentro del sistema portal sanguineo del animal y
es conducida hacia el higado donde se metaboliza para transformarla en AFM1,

eventualmente estos residuos van a la leche, musculo y tejidos (Toral, 2010).

En la leche, uno de los principales problemas es la estabilidad de la AFM+ a
procesos como pasteurizacion (en condiciones tales como 63°C durante 30 min o
77°C durante 16 s), calentamiento (64-100°C durante 15-20 min) y esterilizacion,
ya que se observa que la contaminacion original de la leche cruda permanece casi
inalterada después de ser sometidos a estos procesos. Aunque, con el
calentamiento de 71-120°C durante 30 min se logré disminuir en un 12-35% la

contaminacion por AFM1 en leche (Vazquez, 2006).

La AFM+ presente en la leche no se degrada totalmente durante su procesamiento
tecnologico en la produccion de derivados lacteos. Por otra parte, la union de la
AFM+ a las proteinas de la leche hace que su concentracion sea mayor en la
cuajada, durante la produccién de queso, que en la propia leche (Urban et al.,
2009).
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La IARC ha reportado a las AFB1 y AFM1 como posibles carcinbgenos humanos,
estos reportes han demostrado el efecto toxico de las aflatoxinas, por lo que se ha
llevado a que se establezcan limites maximos de residuo (LMR) en alimentos. La
Union Europea (UE) ha establecido un LMR para la AFM+ en leche y productos
lacteos de 0.05 ug/L, mientras que el Codex Alimentarius de la FAO y la FDA de
los Estados Unidos han propuesto valores de 0.5 ug/L (Pérez et al., 2008).

En el caso especifico de México, se ha reportado la presencia de AFM1 en leche
en polvo y fluida comercializada durante la década de los 90’s y sobretodo en el
Estado de Hidalgo y en el Altiplano Mexicano, donde pone en evidencia que la
presencia de AFM1 en leche es una problematica actual en este pais (Urban et al.,
2009).

Un dato relevante es que se han reportado valores que sobrepasan el limite
maximo permisible de AFM+: (0.5 pg/L) en leche producida de manera
convencional y organica en el Estado de México, de ahi que los autores infieran
una alta incidencia de esta toxina en productos lacteos con énfasis en la
produccion de queso, tomando en cuenta que la AFM1 no se destruye por los

procesos tecnologicos (Pérez et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Evaluar la presencia de mohos toxigénicos y aflatoxinas en muestras de alimento

para ganado y leche obtenida de cuencas lecheras del Valle del Mezquital,
Hidalgo mediante la aplicacion de pruebas microbioldgicas y el ensayo de ELISA

para determinar su incidencia en esta region.

3.2. Objetivos especificos

l. Determinar los géneros fungicos presentes en muestras de alfalfa y silo

mediante pruebas microbioldgicas para establecer su incidencia.

II.  Cuantificar las aflatoxinas totales presentes en muestras de alfalfa, silo y
leche mediante el inmunoensayo ELISA para determinar si su concentraciéon

se encuentra dentro de limites establecidos en la normativa.

lll.  Analizar la composicién proximal de las muestras de forraje mediante
técnicas oficiales de analisis para establecer su relacién con el crecimiento

fungico.
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4. METODOLOGIA
4.1. Muestras

En total se analizaron 32 muestras de forraje, siendo 17 muestras de alfalfa y 15
muestras de silo, asi como 17 muestras de leche. Las muestras fueron obtenidas
de diferentes puntos de muestreo de la zona del Valle del Mezquital (Figura 5). Su
recoleccion fue realizada por los técnicos responsables de los centros de acopio,
quienes laboran para la Direccion General de Fomento Lechero llevandose a cabo

de forma aleatoria.

Figura 5. Puntos de muestreo del Valle del Mezquital.

En muestras de alfalfa y silo, se recolectaron entre 250 y 500 g dependiendo del
tipo de muestra a analizar. Las muestras recolectadas se recibieron en bolsas de
polietileno. En el caso de las muestras de leche se recolectaron entre 200 y 500
mL siendo contenidas en frascos de plastico y bolsas de polietileno. Todas las
muestras se identificaron y se mantuvieron en refrigeracion por un periodo no

mayor a 48 h hasta su estudio.

Para simplificar el manejo de datos se codificaron las muestras de alfalfa, silo y

leche segun las zonas de muestreo (Tabla 5).
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Tabla 5. Codificacion de muestras de alfalfa, silo y leche.

Municipio Punto de muestreo Muestra Cddigo
Actopan Centro de Acopio Produccion Alfalfa A-CLC
Lechera de Chicavasco Silo S-CLC
Leche L-CLC
Centro de Acopio Boxaxni Alfalfa A-CBX1, A-CBX2
Ixmiquilpan Centro de acopio Ra Hagha Alfalfa A-CJV1, A-CJVy,
Dhafri, Julian Villagran A-CJV3 A-CJV4
Silo S-CJV1, S-CJVz,
S-CJVs
Leche L-CJV1, L-CJV2,
L-CJVs, L-CJV4,
L-CJVs, L-CJVs,
L-CJV7
Centro de acopio Industrial Alfalfa A-CLB1, A-CLB2,
Lechera Siglo XXI, Bangandho A-CLB3
Silo S-CLB1, S-CLB2
Leche L-CLB
Centro de acopio Lacteos 2005, Silo S-CCC1, S-CCCo,
Canada Chica S-CCCs, S-CCCq4
Leche L-CCC1, L-CCCx,
L-CCCs
Santiago de Centro de Acopio Grupo de Alfalfa A-CEO1, A-CEO2
Anaya Productores de Leche “El Silo S-CEO1, S-CEO2
Organo”, El Mezquital Leche L-CEO
Tepetitlan Centro de acopio Lecheria Alfalfa A-CLG1, A-CLG2
Loma de Guadalupe Silo S-CLG
Leche L-CLG1, L-CLG2
Tula de Centro de Acopio Sociedad Alfalfa A-CLI1, A-CLI2,
Allende Lechera de lturbe A-CLI3
Silo S-CLI4, S-CLI2
Leche L-CLI
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4.2. Analisis microbioldgico

En la Figura 6 se presenta el diagrama de la metodologia utilizada a lo largo del

estudio microbioldgico.

Figura 6. Diagrama de la metodologia utilizada para el estudio de la incidencia de

mohos y levaduras en muestras de alimento para ganado.
4.2.1. Recuento de mohos y levaduras

Previo al recuento de mohos y levaduras se efectudé el analisis del crecimiento
fungico aparente en las diferentes muestras analizadas, esto se realiz6 mediante

inspeccion visual.

La determinacion de mohos y levaduras se realizd6 bajo las indicaciones de la
NOM 111-SSA1-1994, siendo la técnica siembra en superficie utilizada en este

recuento.
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Para llevar a cabo el analisis se pesaron 10 g de cada muestra, seguido de una
dilucién de cada una de ellas en una proporcion 1:10 en solucion salina adicionada
con Tween 80. La suspension fue homogenizada en el Stomacher® durante
aproximadamente 2 min. Esta se consideré como la primera dilucion decimal y a

partir de ella se realizaron 4 diluciones sucesivas, utilizando el mismo diluyente.

Posteriormente, se sembraron 0.1 mL de muestra homogeneizada mediante la
técnica de siembra en superficie en agar de papa-dextrosa (APD). Todas las

placas sembradas se incubaron en un periodo de 3-5 dias a 25°C.

El conteo de mohos y levaduras se realizd en el periodo de tiempo ya
mencionado, y se expresé como el numero de unidades formadoras de colonias

por gramo de muestra (UFC/g) en APD incubadas a 25°C por cinco dias.
4.2.2. Identificacién de colonias fungicas

Las colonias fungicas se identificaron a nivel género, con base a las
caracteristicas macroscépicas y microscépicas. El estudio macroscopico se llevo a
cabo a simple vista, observando la morfologia y la forma de crecimiento de las
colonias sobre la superficie del medio. Inmediatamente, se procedié a realizar el
estudio microscopico. La preparacion de la muestra se efectud segun la técnica de
la cinta adhesiva (Rodriguez & Aviles, 1991), la cual consiste en aplicar una
porcidn de cinta adhesiva transparente sobre la superficie de la colonia y pegarla
posteriormente, por presion, sobre un portaobjetos en el que previamente se ha

colocado una gota de azul de metileno.

En el caso de las caracteristicas macroscopicas, se tomaron en cuenta
parametros como: coloracion del anverso y reverso de las colonias, textura de las
colonias y presencia de pigmento difundido. Los principales parametros
microscopicos tomados en consideracion fueron: forma de los cuerpos fructiferos,
forma, disposicion y ornamentacion de las esporas, forma y tamano de las

ascosporas (si las habia). Para definir el tipo de mohos encontrados, se utilizaron
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los criterios establecidos por el tratado de Von Arx (1981) y el manual de Samson
et al. (2000).

4.2.3. Aislamiento de colonias fungicas con potencial micotoxigénico

Paralelo al recuento, se realizd el aislamiento de aquellas colonias que, a simple
vista o0 a través de su observacion al microscopio se consideraron pertenecientes
a los géneros Alternaria, Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Mediante el uso de
una asa de platino se depositdé un indéculo de esporas en tres sitios distintos
(formando un triangulo equilatero) (Figura 7) en una placa con agar extracto de
levadura (EL), la cual se incub6 a 25°C, durante aproximadamente 5 dias para el

desarrollo 6ptimo de la colonia fungica. Cada cepa se aisl6 por duplicado.

Figura 7. Depdsito del indculo de esporas sobre la superficie del medio.
4.3. Extracciéon y determinacion de aflatoxinas totales

Las muestras se analizaron mediante la técnica de ELISA para determinar la

presencia de aflatoxinas totales.
4.3.1. Preparacion de las muestras

La extraccion y determinacion de las aflatoxinas se llevd a cabo siguiendo la
metodologia descrita en el kit comercial utilizado (RIDASCREEN®FAST Aflatoxin).

Para el kit de 48 pocillos se pesaron 5 g de muestra molida y se agregaron 25 mL
de metanol al 70%. Se agité vigorosamente durante 3 min y se filtré el extracto a
través de un papel filtro Whatman No. 1. El filtrado se diluyé en una relacion 1:1

con agua destilada.
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Mientras que, para el kit de 96 pocillos se pesaron 2 g de muestra molida y se
adicionaron 10 mL de metanol al 70%. Se agité durante 10 min en un shaker.

Posteriormente, se filtré y el filtrado se diluyd 1:6 con agua destilada.

En el caso de las muestras de leche se tomaron 2 mL y se realizdé el mismo

procedimiento indicado en el kit de 96 pocillos.

Para ambos kits se utilizaron 50 yL del filtrado diluido en cada pocillo del test.
Cabe mencionar que las muestras se almacenaron en un lugar fresco, protegidas

de la luz.
4.3.2. Procedimiento del ensayo

Se colocaron los pocillos necesarios en el soporte de la microplaca para los
estandares y para las muestras a analizar; los estandares y muestras se
identificaron previamente. 50 pL de ellos se adicionaron a los pocillos
correspondientes a través del uso de una punta de pipeta nueva para cada

estandar y para cada muestra.

Enseguida, se adicionaron tanto 50 pL del conjugado aflatoxina-enzima, como 50
ML del anticuerpo anti-aflatoxina a los pocillos correspondientes. Se mezclé el
contenido de la microplaca suavemente y se incubo durante 10 min para el kit de
48 pocillos y 30 min para el kit de 96 pocillos a temperatura ambiente (20 - 25 °C).
Pasado ese tiempo, se vaciaron los pocillos golpeando enérgicamente (tres veces
consecutivas) el marco del portapocillos, sobre un papel absorbente limpio para

asegurar la eliminacién completa de restos liquidos.

Se lavaron los pocillos (250 uL por pocillo) con tampoén de lavado y se vaciaron
nuevamente los pocillos de la forma ya indicada, este paso se repitié dos veces.
Posteriormente, se agregaron 100 puL de substrato/cromégeno a cada pocillo, se
mezclo el contenido de la microplaca suavemente y se incub6 5 min para el kit de
48 pocillos y 15 min para el kit de 96 pocillos en la oscuridad a temperatura
ambiente (20-25 °C). Finalmente, se adicionaron 100 pL de la solucion de stop a
cada pocillo, se mezcl6 el contenido de la microplaca suavemente y se midié la

absorbancia a 450 nm.
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4.4. Analisis proximal

El analisis proximal realizado a muestras de alfalfa y silo se llevdo a cabo de

acuerdo a lo indicado en los métodos de la AOAC (2005):

- Humedad-secado en estufa (método oficial 930.15)

- Cenizas-método gravimétrico (método oficial 942.05)

- Grasa cruda-método Soxhlet (método oficial 920.39)

- Fibra cruda-método gravimétrico (método oficial 950.02)

- Proteina cruda-método Kjeldahl (método oficial 2001.11)

En el caso de la determinacién de carbohidratos, se obtuvo por diferencia.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Recuento de mohosy levaduras

En el caso de las muestras de alfalfa analizadas, se encontraron altas
concentraciones de mohos y levaduras (Figura 8), teniendo un rango de 1.0*102% a
2.9*10% UFC/g de los primeros, asi como 4.0*10% a 2.1*107 UFC/g de las ultimas.
Estos recuentos demuestran que las muestras de alfalfa en principio representan
malas practicas agricolas, que propician el desarrollo de mohos toxigénicos y a su
vez la produccién de aflatoxinas, lo cual fue demostrado debido a la presencia de
los principales mohos toxigénicos (Tabla 6), siendo Aspergillus y Penicillium los
géneros fungicos con mayor incidencia (rango max. 21.37-37.25%, 16.67-38.85%,

respectivamente).

Figura 8. Recuento de mohos y levaduras en muestras de alfalfa recolectadas en
el Valle del Mezquital, Hidalgo.

*En las muestras A-CBX2, A-CLB1, A-CLB3 y A-CLG2 presentaron crecimientos

extendidos de levaduras, por lo que no fue posible su conteo como lo indica la norma.
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Tabla 6. Incidencia de mohos toxigénicos en muestras de alfalfa.

Moho Muestra Rango
Minimo Maximo
Aspergillus A-CLC, A-CBX1, 4.45-10% 21.37-37.25%
A-CJV3, A-CEO2
Penicillium A-CLC, A-CJV1, A-CJV3, 1.48-3.85% 16.67-38.85%

A-CJVv4, A-CLB1, A-CLB3,
A-CLG2, A-CLI1, A-CLI2, A-CLI3

Fusarium A-CBX, A-CVJ1, 0.74-2% 20%
A-CVJ3, A-CLB3, A-CLG1
Alternaria A-CJV3, A-CJV4, 0.74-4.06% 9.8-12%

A-CLB2, A-CEO2, A-CLG2

La incidencia de mohos es comparable con lo reportado por Whitlow & Hagler
(2002), Krnjaja et al. (2013) y Trabattoni (2016), quienes identificaron a
Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Penicillum, Rhizopus y
Trichoderma en muestras de alfalfa, concentrado, ensilaje y demas forraje.
Asimismo, en un estudio reciente, la incidencia de A. flavus fue de alrededor de

54% en muestras de alimentos para ganado lechero (Khalid et al., 2018).

Por otro lado, Wawrzyniak et al. (2018) demostraron que la poblacion de mohos
cambia de acuerdo al transcurso del tiempo de almacenamiento de los alimentos.
En un estudio realizado por estos autores se reportd que en la etapa inicial se
aislaron Fusarium, Cladosporium, Alternaria, Acremonium y Ulocladiu, mientras
que en la etapa final especies de Aspergillus y Penicillium se hicieron presentes,

esto de acuerdo a las condiciones de temperatura y aw de almacenamiento.

De igual forma, mohos deterioradores como algunas especies de Aspergillus y
Penicillium manifiestan diversas formas de resistencia dado que, tienen caracter
xerofilo, es decir, pueden desarrollarse a aw bajas (0.78-0.80), tolerancia a bajas

concentraciones de oxigeno (0.45%), sus respectivas esporas son tolerantes a

Pagina | 37



altas temperaturas (70-75°C). Esto conlleva a que los mohos contaminen cualquier
tipo de alimento, incluyendo a los alimentos para ganado y sobrevivan en el
ambiente (Rico et al. 2018).

En el caso de las muestras de ensilados, la incidencia de mohos fue menor que en
la de alfalfa (Figura 9). Los rangos para este tipo de muestras fue de 1.0*102 a
2.0*10°% UFC/g de mohos. Sin embargo, el crecimiento de levaduras fue de 1.5*10°
a 2.3*108 UFC/g, donde los limites superior e inferior fueron mayores que los

observados en alfalfa.

Figura 9. Recuento de mohos y levaduras en muestras de silo recolectadas en el
Valle del Mezquital, Hidalgo.

Se sabe que la presencia de estos microorganismos en ensilados se debe, en
muchos de los casos, a un mal procesamiento de ensilaje, donde los riesgos de

contaminacion son muy altos si no se tiene un buen control en alguna de sus
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etapas: cosecha de los forrajes, corte, carga de silos, fermentacién lactica,
almacenamiento, descarga de silos (Cheli et al., 2013; Duniére et al., 2013;
Alpizar, 2015).

Otra de las causas es el origen de la materia prima para generar el ensilado. A
medida que hay mayor diversidad de materias primas: pasto, trébol, alfalfa,
cebada, maiz, trigo, sorgo, entre otros cereales (Duniére et al., 2013; Alpizar,
2015; Oliveira et al., 2017), asi como legumbres y subproductos de la industria
alimentaria (bagazo de cafia de azucar, pulpa de remolacha azucarera, granos de
cerveza) (Alonso et al., 2013) se hace mas dificil el control inicial en la carga

microbiana.

Ademas, las levaduras son consideradas como el grupo indeseable mas
importante, ya que estan involucradas en el deterioro aerdbico durante el
comienzo del ensilaje o durante la fase de descarga. Asimismo, las levaduras son
tolerantes a los acidos y durante la fase de descarga, la oxigenacion del ensilaje
reinicia sus rutas de metabolismo de acidos organicos (acido succinico, citrico y
lactico) induciendo un aumento de pH y por ende permitiendo el crecimiento de
microorganismos menos tolerantes a los acidos (Duniére et al., 2013). De ahi que
los altos niveles de levaduras propicien el desarrollo de mohos, tal como se

demostroé en los resultados obtenidos.

Debido a que los productos finales de fermentacién, durante el proceso de
ensilaje, tienden a estar a un pH de 3-4 (Ke et al., 2015; Oliveira et al., 2017) en
los ensilados no se espera un recuento de mohos y levaduras mayor a 4 log UFC
(Gimeno & Martins, 2011). Es por ello que se puede inferir una mala practica de

procesamiento durante la fabricaciéon de los ensilados muestreados.

Por otro lado, a pesar de que el crecimiento de mohos no fue mayor a 5.26 log
UFC/g hubo una importante incidencia de mohos toxigénicos, en especial del
género Aspergillus (Tabla 7). Resultados semejantes fueron reportados por
Gonzalez et al. (2008) y Del Palacio et al. (2016) quienes aislaron en muestras de

silos un 78% y 70% de Aspergillus spp.,respectivamente. Mientras que
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Baliukoniene et al. (2012) y Keller et al. (2012) reportaron un 0.9-15.7% y 22.5-

54% del mismo género, respectivamente.

Es importante sefalar que la incidencia de Aspergillus es mas elevada en la etapa
de post-fermentacion que antes del proceso. Asi lo reportanron Keller et al. (2013),
que aislaron un 30% de este género en la pre-fermentacion contra ~55% en la
post-fermentacion. De igual manera, Del Palacio et al. (2016) observaron que la
incidencia de Aspergillus aumentaba conforme trancurrian los dias de

almacenamiento.

Asimismo, en estudios de diversos paises se ha reportado que los mohos
toxigénicos son capaces de desarrollarse en diversos tipos de ensilaje. Estos
géneros abarcan en su mayoria Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria,
entre otros mohos (Eckard et al. 2011; Van Asselt et al. 2012; Alonso et al. 2013;
Cheli et al. 2013; Wambacq et al. 2016).

Tabla 7. Incidencia de mohos toxigénicos en muestras de silo.

Moho Muestra Rango
Aspergillus S-CLC, S-CJV1, S-CJV2, Min. 4.76-8.33%
S-CCC1, S-CCC2 Max. 51.41%
Penicillium S-CCC1, S-CEO1, 35.29-50%
S-CEO2
Fusarium S-CLC 8.33%

5.2. Determinacion de aflatoxinas

Todas las muestras de alfalfa, silo y leche presentaron contaminacién por
aflatoxinas. En alfalfa la concentracién determinada tuvo un rango de 1.37 pg/kg a
24.57 ug/kg de AFs totales (Figura 10). De acuerdo con la legislacion de Estados
Unidos, la concentracion maxima de AFs totales en alfalfa sobrepasa los limites
permitidos (20 pg/kg de AFB+1) (Alonso, 2017).
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Figura 10. Concentracion de AFs totales en muestras de alfalfa provenientes del

Valle del Mezquital, Hidalgo.

En general, los resultados obtenidos de AFs totales los forrajes son similares a los
reportados por Dashti et al. (2009), quienes analizaron 84 muestras de alimento
para ganado encontrando niveles entre 0.64 y 19.9 pg/kg de AFs, mientras que
Borutova et al. (2012) hallaron niveles promedio de 13.9 ug/kg. En otro estudio
realizado por Sahin et al. (2016) la incidencia de aflatoxinas en muestras de
alimento para ganado bovino fue de 26.3%, con un rango de 0.278 a 8.43 ug/kg
de AFs y una concentracion de 6.89 ug/kg de AFB:.

En cuanto a la incidencia de aflatoxinas en alfalfa Signorini et al. (2012) reportaron
un 63.6% de AFB1 en muestras de heno de alfalfa y un 91.4% de esta misma
micotoxina en muestras de alfalfa. Mientras que Zachariasova et al. (2014)

reportaron una incidencia del 24% de micotoxinas en muestras de alfalfa y pasto.
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En el caso de las muestras de silo, el rango de AFs totales fue de 1.53 ug/kg a
9.26 pg/kg (Figura 11). Estas concentraciones se encuentran por debajo del limite
permisible de 20 pug/kg de AFB1.

Figura 11. Concentracion de AFs totales en muestras de ensilaje provenientes del

Valle del Mezquital, Hidalgo.

En un estudio realizado en Argentina por Gonzalez et al. (2008) se reporté una
incidecia del 17% de AFB1, con un amplio rango de concentracién (1.43 a 155.78
Mg/kg) en muestras de silo de maiz. Asimismo, Cheli et al. (2013) encontraron

concentraciones de 5 a 30 ug/kg de AFB1 en el mismo tipo de muestra.

De igual forma, Keller et al. (2013) reportaron una incidencia de 10.34 a 17.24%
de AFB1 con un rango de 2 a 12 ug/kg, en muestras de silo de maiz obtenidos en
la etapa de pre-fermentacion, mientras que en la post-fermentacion la incidencia
fue de 12.07 a 17.24% con un rango de 2 a 61 pg/kg. A su vez, Wambacq et al.
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(2016) reportaron 12% de incidecia tanto en pre-fermentacion como en post-

fermentacién con promedios de 0.007 y 0.033 ug/kg de AFB1, respectivamente.

Por su parte Kosicki et al. (2016) reportaron una incidencia del 11% en el mismo
tipo de silo con una concentracién maxima de 0.15 pg/kg. En otro estudio hecho
en Uruguay por Del Palacio et al. (2016) se report6 un intervalo de 3 a 17 ug/kg en

un periodo de evaluacion de 120 dias en muestras de silo de trigo.

Estos resultados indican que las condiciones ambientales del lugar de origen de
las muestras, como una alta temperatura y una alta humedad, son factores
determinantes en el desarrollo de mohos micotoxigénicos y la produccion de
aflatoxinas, la contaminacién del maiz con aflatoxinas generalmente se asocia con

regiones tropicales o subtropicales (Hernandez & Navarro, 2015).

La contaminacion por mohos y micotoxinas en el ensilaje en post-cosecha
depende de las condiciones de almacenamiento. Unas condiciones de ensilado
favorables, una fermentacion extensa y una baja disponibilidad de oxigeno
disminuyen el crecimiento de mohos y la contaminacién por micotoxinas (Cheli et
al, 2013).

Por otro lado, en las muestras de leche el rango de concentracion fue de 0.03 ug/L
a 0.79 ug/L de AFs totales (Figura 12). Las muestras L-CCCs, L-CEO y L-CLG2
superan la concentracion maxima permitida de 0.5 ug/L de AFM1 en leche
establecida por la FDA. Sin embargo, para la legislacién europea el 70.6% de las
muestras de leche superan el limite maximo permitido de 0.05 pg/L para esta

micotoxina (Alonso, 2017).
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Figura 12. Concentracion de AFs totales en muestras de leche provenientes del

Valle del Mezquital, Hidalgo.

Comunmente la aflatoxina mas recurrente en leche es la AFM1, que puede estar
presente en la leche por el consumo por parte de las vacas de alimentos
contaminados con AFB+1 (Hernandez & Navarro, 2015). En relacion a esta
aflatoxina, Signorini et al. (2012) reportaron una estimacion de 0.059 ug/L de AFM1
en las muestras de leche analizadas. Asimismo, Michlig et al. (2016) obtuvieron
una incidencia del 38.8% de esta aflatoxina, aunque la concentracion no fue
especificada. Ambos estudios fueron realizados en Argentina. Por su parte Sahin
et al. (2016) report6 una incidencia del 21.1%, con un rango de 0.011 a 0.1 pg/L y
un promedio de 0.036 ug/L de AFM1.

En estudios mas recientes Xiong et al. (2018) evaluaron muestras de leche
pasteurizada y UHT, donde se obtuvo un rango de incidencia del 87.3 al 97.1% vy

un rango maximo de concentracion de 0.09 a 0.35 ug/L de las primeras, asi como
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una incidencia del 40.4 al 64.8% y un rango maximo de concentracién de 0.04 a
0.07 ug/L de las segundas de AFM1.

Por su parte, Li et al. (2017) encontraron una incidencia del 4.7% de AFM1 en
leche bronca con una concentracion maxima del 0.412 pg/L, también mencionaron
que la incidencia de esta micotoxina fue mayor en invierno (10.2%) que en
primavera, verano u otofio (3.0%, 2.1%, y 4.4%, respectivamente). Esta tendencia
estacional refleja el hecho de que, en general, la disponibilidad de los forrajes
frescos se reduce en la temporada de invierno y, por lo tanto, los productores de
leche aumentan su uso de alimentos concentrados almacenados. Si estos
alimentos se almacenan en condiciones inadecuadas, aumenta el riesgo de
contaminacion por mohos y AFM+ en la leche bronca producida por las vacas

lactantes. Ambos estudios se realizaron en China.

En un meta-analisis realizado por Rahmani et al. (2018) encontraron que la
concentracion de AFM1 fue mayor en leche UHT que en bronca y pasteurizada
(0.082 pg/L, 0.06 pg/L y 0.045 ug/L, respectivamente). Sin embargo estos
mismos autores encotraron en otros estudios que el tratamiento de UHT reduce el
63.6% en el nivel de AFM1. Las diferencias encontradas las atribuyen a un alto
nivel de contaminacion por micotoxinas en las muestras de leche UHT
investigadas, mayor nivel de calidad de leche cruda o pasteurizada en
comparacion con UHT, bajo nivel de eficacia de los tratamientos térmicos
utilizados debido a fallas en el tratamiento UHT, asi como los métodos analiticos

utilizados.

Por otro lado, Flores et al. (2015) encontraron en un estudio realizado en Jordania
la presencia de AFB1 en leche bronca con una incidencia del 8.3% y una

concentracion promedio de 2.27 ug/L.
5.3. Determinacion la composicion proximal

En la Tabla 8 se presentan los resultados del analisis proximal de los distintos
forrajes evaluados (alfalfa y ensilados). Los valores obtenidos para las muestras

de alfalfa son similares a los reportados por diversos autores (Tabla 9). Sin
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embargo, los resultados arrojados para las muestras de silo fueron diferentes, lo

cual es debido a que los resultados obtenidos son dependientes tanto del origen

de la materia prima con la que se elabora el ensilado como del proceso de

fermentacién que se sigue para su obtencion.

Tabla 8. Analisis proximal de los forrajes evaluados, presentado en base seca.

Forraje
Alfalfa Silo
Humedad (%) 10.00 - 12.00 30.00 - 40.00
Materia seca (%) 88.00 - 90.00 60.00 - 70.00
De la cual:

Ceniza (%)

7.48 +0.18 - 11.28 +0.51

7.53 £0.32 - 11.14 £0.78

Grasa cruda (%)

1.39 £0.16 - 2.03 +0.02

0.63 £0.1 - 2.40 +0.18

Fibra (%)

24.29 +0.18 - 26.52 +0.33

24.67 +0.28 - 25.42 +0.21

Proteina (%)

15.72 +0.14 - 16.63 +0.26

7.59 £0.25 - 10.61 £0.26

Carbohidratos (%) 43.47 +0.39 - 51.23 +0.13

51.92 +0.67 - 59.68 +0.78

Tabla 9. Analisis proximal de los forrajes evaluados reportados por diversos

autores en base seca.

Forraje H % C% GC% FC% PC% Referencia
Alfalfa NR 11.7 3.0 25.9 20.2 Contreras & Pirela, 2013
NR 11.3 1.4 24 .4 20.1 Médina et al., 2013
NR 11.0 1.1 28.6 16.9 Torres et al., 2009
9.2 11.1 2.4 25.4 16.5 FEDNA, 2018
Silo NR 2.04 4.69 16.77 8.97 Gomez et al., 2015
NR 7.40 NR 22.61 11.85 Espinoza et al., 2015
76.44 10,44 0,73 NR 8,28 Villa & Hurtado, 2016
NR 4.18 4.20 24.5 7.13 FEDNA, 2018

H=Humedad, C=Cenizas, GC=Grasa cruda, FC=Fibra cruda, PC=Proteina cruda,
NR= No reportado
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Los resultados obtenidos muestran que tanto la alfalfa como los ensilados son
medios optimos para el desarrollo de mohos, debido a que estos microorganismos
son quimiorganotrofos, es decir, adquieren energia mediante reacciones de
oxidacion de compuestos organicos (Guerrero, 2009). Es asi que, la composicion
de las muestras analizadas cumple con sus , y ademas debido a las condiciones
de almacenamiento de la alfalfa y el ensilado, y al caracter aerdbico de estos
microorganismos, su proliferacion es mayor (Guerrero, 2009). Por lo tanto, los
forrajes en general parecen ser buenos sustratos de nutrientes para los mohos, en
especifico, se notd que la alfalfa tiene una considerable cantidad de proteina
(15.72-16.63%), lo que se relaciona con las elevadas UFC/g encontradas en la

muestra.

Por otro lado, en los ensilados a pesar de que la cantidad de proteina fue menor
(7.59-10.61%), hubo crecimiento de mohos. Esto tiene importancia debido a la
nula inhibicién que se supone deberia ejercer el cambio de pH y la presencia de
bacterias acido lacticas (Gacem & El Hadj-Khelil, 2016).

Sin embargo no debe dejarse a un lado los factores ambientales tales como aw,
temperatura y pH, que son los que mas benefician al crecimiento de estos
microorganismos. Los mohos pueden crecer en condiciones de pH bajo e incluso
a alta temperatura y, combinado con la facilidad de dispersién de las esporas
fungicas, estos organismos son contaminantes habituales de alimentos (Guerrero,
2009). Es por ello que se debe tener un control desde el cultivo, la cosecha y

almacenamiento de los forrajes.

Asimismo, la relacién de proteina/carbohidratos es responsable de la sintesis de
varias micotoxinas. Dado que, para algunas especies una alta cantidad de
proteina favorece el desarrollo de estas toxinas y para otros produce un efecto
inhibitorio (Sanchis et al., 2007). De la misma forma, la fuente de carbono puede
influir en la sintesis de micotoxinas, es decir, la cantidad y tipo de carbohidrato
disponible. Se ha visto que las especies de Aspergillus producen mas ocratoxina
cuando estan en presencia de glucosa o sacarosa que en otros sacaridos
(Sanchis et al., 2007).
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Aunque los requerimientos nutricionales basicos para el desarrollo de mohos son
proteina y carbohidratos, la presencia de algunos minerales como el calcio, fosforo
y magnesio ayudan al crecimiemto de mohos. Asi lo reportaron Martinson et al.
(2011), quienes encontraron que a mayor concentracion de estos elementos
mayor era la concentracion de mohos. Por su parte, Eastridge et al. (2017) y He et
al. (2018) reportaron la presencia de estos minerales en silos de alfalfa y maiz. Por
lo que, el contenido de cenizas obtenido en las muestras de los forrajes

posiblemente contribuy6 al desarrollo de estos microorganismos.

Es asi que, con este estudio se comprueba que la rigueza de nutrientes en un
alimento (para ganado) suele ser un medio natural para el desarrollo de mohos
micotoxigénicos y su subsecuente produccién de micotoxinas. Sin embargo, no
hay un gran efecto de la concentracidon de proteina y carbohidratos sobre el
desarrollo de mohos como lo ejercen los factores ambientales y sobretodo

aquellos ligados al almacenamiento.

Es por ello que la importancia de conocer estos resultados tiene que ver con la
contaminacion en la cadena de produccion de leche, ya que se observo que la
presencia de aflatoxinas en el alimento esta relacionada, probablemente, con la
presencia de aflatoxinas en la leche bronca proveniente de vacas que consumen

alimento con una alta carga de estas micotoxinas.
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6. CONCLUSIONES

Todas las muestras de alfalfa y silo analizadas presentaron altos niveles de
contaminaciéon fuangica, hallandose una gran variedad de mohos entre ellos

algunos micotoxigénicos como Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Alternaria.

Se corrobord la contaminacion por aflatoxinas en la totalidad de las muestras de
alfalfa, silo y leche analizadas; en muchos casos exceden los limites permisibles

por la normatividad.

La composicion proximal de los forrajes no parece ejercer una influencia
importante en la contaminacién por aflatoxinas en las muestras analizadas; los
factores ambientales, las malas practicas agricolas y la presencia de flora
competitiva parecen ser los factores determinantes en la incidencia de mohos

aflatoxigénicos y la aparicién de sus metabolitos secundarios.
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