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1. INTRODUCCION

Las aflatoxinas son las micotoxinas de mayor riesgo, producidas principalmente por
Aspergillus flavus, y Aspergillus parasiticus; estos compuestos se encuentran en
diversos sustratos, siendo de interés los alimentos (consumo humano y animal), ya
que representan un problema grave de salud publica tanto a nivel nacional, como

mundial.

La incidencia de aflatoxinas ha sido objeto de diversos estudios, debido a la
importancia de disminuir los riesgos de contaminacion. Entre las muestras mas
estudiadas se encuentran los cereales, ya que por las condiciones en las que se
almacenan son susceptibles de contener estas micotoxinas. En México, se ha
estudiado principalmente su presencia en maiz, productos de éste y alimento para

ganado bovino.

La presencia de aflatoxinas en alimento para animales se relaciona directamente
con las condiciones de almacenamiento que tiene éste, lo que lo convierte en una
fuente de contaminacion de productos de origen animal, entre los que destacan la

leche y productos lacteos.

En el estado de Hidalgo existen tres cuencas lecheras, Tizayuca, Valle del Mezquital
y Valle de Tulancingo. Sin embargo, a pesar de la importancia que tiene el sector
lacteo en este estado, no se cuenta con un registro de la incidencia de aflatoxinas
en la linea de produccién de leche y sus derivados. Por lo que, el objetivo del
presente proyecto fue evaluar la presencia de mohos toxigénicos y de aflatoxinas
en alimento para ganado (concentrado y zacate de maiz) y leche obtenidos de los
principales centros de acopio de las cuencas lecheras del Valle del Mezquital y Valle
de Tulancingo.

Es importante destacar que para este estudio no se contemplo la cuenca lechera de
Tizayuca, ya que parte de ésta es perteneciente del Valle de México. Los resultados
obtenidos proporcionaran informacion acerca de la incidencia de mohos toxigénicos

y de aflatoxinas en la linea de produccion de leche en el estado de Hidalgo.



2. MARCO TEORICO
2.1 Hongos

Los hongos estan formados por células eucariotas y pueden ser unicelulares o
pluricelulares. Los primeros estan formados por células aisladas redondas u
ovaladas y se les denomina levaduras; mientras que los pluricelulares estan
constituidos por células alargadas que crecen por extensidn de sus extremos,
formando largos filamentos denominados hifas que se ramifican con frecuencia.
Estos hongos, denominados mohos, al crecer forman matas de filamentos

entrelazados, el cual se denomina micelio (Prats, 2006).

Los hongos filamentosos pueden clasificarse en superiores e inferiores. En los
superiores, las hifas son delgadas (2-5 um) y forman esporas (conidias)
directamente en las hifas o en estructuras especificas llamadas conidiéforos,
constituyendo esporas externas. Los hongos inferiores poseen hifas mas anchas
(10-15 um), sus esporas, denominadas esporangioesporas, se forman en el interior

de estructuras saculares, llamadas esporangios (esporas internas) (Prats, 2006).

Sin embargo, existen algunas levaduras que pueden formar hifas verdaderas. En
los medios de cultivo sélidos, las levaduras crecen dando lugar a colonias
compactas, visibles macroscépicamente en un periodo de 24-48 horas de

incubacion y son muy similares a las bacterianas (Prats, 2006).
2.1.1 Micotoxinas

La palabra micotoxina deriva de las palabras griegas mikes y toxina, que significan
hongo y veneno respectivamente. Son compuestos que tienen lugar cuando la fase
de crecimiento fungico llega a su etapa final y durante la fase estacionaria, siendo
a menudo asociado con la diferenciacion y la esporulacion. La mayor parte de estos
metabolitos secundarios se originan en la ruta policeténica (Soriano del Castillo,
2007).

En anos recientes, las micotoxinas han sido uno de los grupos dominantes de
toxinas biogénicas que contaminan los alimentos (Gavrilova et al., 2014). Estas

toxinas son relativamente de bajo peso molecular y generalmente son térmicamente



estables, demostrando niveles elevados de bioacumulacion. Mas de 400 tipos de
micotoxinas han sido identificadas y s6lo un bajo porcentaje de éstas son de interés
para la salud publica (2.5-3.75%), entre las que destacan: aflatoxinas,
deoxinivalenol, fumonisinas, ocratoxina A, patulina, zearalenona y tricotecenos (T-
2 y HT-2) (Pizzolato et al., 2018).

Los riesgos para la salud humana son generalmente asociados con la ingesta
directa de productos alimenticios contaminados con micotoxinas (frutas, maiz,
cereales, etc.) o el consumo indirecto de productos de origen animal, obtenidos de
animales alimentados con productos contaminados. En la ingestion de una
sobredosis aguda, los principales efectos toxicos son la hepatoxicidad, la
nefrotoxicidad o incluso la muerte; por otro lado, para el consumo croénico, los
efectos toxicos se manifiestan en genotoxicidad, carcinogenicidad y trastornos
reproductivos (Luo, Liu & Li, 2018).

En general, las micotoxinas son conocidas por dafar el sistema inmunologico al
inhibir la proliferacion celular y la sintesis de proteinas (Luo, Liu, & Li, 2018), por lo
que los problemas de control de contaminacion por estas toxinas son
particularmente relevantes y se solucionan a nivel internacional bajo las
regulaciones de la FAO y la OMS (Gavrilova et al., 2014).

2.1.2 Clasificacion de mohos

Los mohos pueden clasificarse tomando en consideracién distintos criterios. El tipo
de reproduccion, los requerimientos y factores limitantes para su crecimiento suelen

ser los criterios mas utilizados.

De acuerdo con el tipo de reproduccion, se dividen en: Zygomycota, Ascomycota y
Basidiomycota (Prats, 2006), mientras que considerando los diferentes
requerimientos y factores limitantes (principalmente actividad de agua o contenido
de humedad en los productos) para el crecimiento de mohos, la flora fungica se
clasifica en categorias como mohos de campo y mohos de almacenamiento
(Soriano del Castillo, 2007).



Los mohos de campo incluyen especies que pertenecen a los géneros Fusarium,
Alternaria, Cladosporium y Drechslera, que requieren un alto contenido de humedad
para crecer (22-25%), e invaden los granos de las plantas antes de la recoleccion;
a menudo presentan propiedades parasiticas o saprofiticas. Los mohos de
almacenamiento comprenden un pequefio numero de especies pertenecientes a los
géneros Aspergillus, Eurotium y Penicillium; su caracteristica comun es que son
capaces de crecer con contenidos de humedad bajos y alta presidon osmdtica
(Soriano del Castillo, 2007).

La clasificacién de los mohos considerando los requerimientos y factores limitantes
para su crecimiento se utiliza ampliamente para el estudio de la incidencia de mohos
en muestras que son cosechadas y/o almacenadas en condiciones de humedad
relativa alta (Gimeno, 2002; Ocampo, 2006; Hernandez-Delgado et al., 2007;
Alpizar, 2015; Castellari et al., 2015; Fleurat-Lessard; 2017) incluyendo alimento

destinado al consumo animal (Santibafiez et al., 2011).
2.2 Mohos toxigénicos

Existen diversos géneros que producen micotoxinas, entre los que destacan
Alternaria, Fusarium, Penicillium y Aspergillus, siendo los tres ultimos los de mayor
interés en cuanto a produccion de toxinas. El desarrollo de estos mohos en los

alimentos conlleva al riesgo de la produccion de micotoxinas (Ocampo, 2006).
2.2.1 Principales géneros micotoxigénicos
2.2.1.1 Alternaria spp.

Es un hongo filamentoso, saprofito, perteneciente al filo Ascomycota y al grupo de
los dematiaceos, caracterizados por presentar una coloracion oscura (INSHT,
2014). Macroscopicamente, presentan al principio de su crecimiento, una superficie
blanco-grisacea y lanuda, que luego se vuelve negro-verdoso o marrén con bordes
claros. Eventualmente puede quedar cubierto por hifas cortas, grisdceas y aéreas.

El reverso es color negro (Larone, 1987).

Microscopicamente, se observan conididforos simples, tabicados, de forma

alargada u ovoide. En el extremo del conidiéforo se forman unos conidios de color



pardo, con septos transversales y verticales (muriformes) de disposicion irregular
(Figura 1). La reproduccion es por gemacion de la célula apical, a partir de la cual
se genera un nuevo conidio, formandose asi largas cadenas de conidios (INSHT,
2014).

Figura 1. Estructura microscopica de Alternaria spp.

Fuente: Bonifaz, 2012.

Las colonias crecen alrededor de tres o cuatro dias. Macroscopicamente presentan
un aspecto velloso, al principio de color gris, después adquieren tonos negros
olivaceos en el centro y reverso y con un borde gris blanquecino que rodea la colonia
(INSHT, 2014).

Este tipo de moho puede mantenerse sobre frutas y hortalizas causando lesiones
que alteran su aspecto. También persisten en granos de cereales almacenados, si
estan suficientemente secos para impedir el crecimiento de Aspergillus y
Penicillium. Después del género Cladosporium, es el moho cuyas esporas se

encuentran suspendidas en el aire con mayor frecuencia (Ocampo, 2006).

El género Alternaria compite especialmente con los otros hongos sobre la superficie
vegetal y es antagonista de Cladosporium y Fusarium. La esporulacion de Alternaria
es Optima a 27°C pero es inhibida por debajo de los 15°C o por encima de 33°C,
aunque el rango de crecimiento esta entre 0 y 35°C. La actividad de agua minima

de desarrollo es de 0.8 y la 6ptima casi 1 (Ocampo, 2006).

Alternaria puede llegar a producir acido tenuazénico, alternariol y alternariol
monometiléter (Ocampo, 2006). Se han identificado muchas toxinas no especificas
del huésped, aunque la accion precisa de s6lo unas pocas ha sido estudiada

ampliamente. A. alternata es la especie mas importante del género; produce la
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tentoxina, que actua como un inhibidor de la fotofosforilacion a través de la union
especifica a la ATP sintasa del cloroplasto, causando la inhibicion de la sintesis de
ATP, debido a que estas toxinas afectan a menudo procesos celulares basicos
(Thomma, 2003). En la Tabla 1 se muestran algunas toxinas producidas por

especies de Alternaria.

Tabla 1. Toxinas producidas por Alternaria spp.

Especie Toxina Especie Toxina

Alternariol (AOH),

Alternariol monometil

éter (AME), - AOH, AME, ALT,
A. alternata A. citri
Altenueno (ALT), TeA
Altertoxina (ATX),
Tentoxina
AOH, AME, ALT,
) _ AOH, AME,
A. arborescens ATX-l'y Acido A. cucumerina )
Macrosporina
tenuazonico (TeA)
AOH, AME,
A. brassicae AOH, AME, TeA A. dauci Macrosporina y
Zinniol

Fuente: Pavon et al., 2012.

2.2.1.2 Fusarium spp.

Las colonias de esta especie suelen ser, en un principio, blancas y algodonosas,
pero a menudo desarrolla rapidamente un centro rosado o violeta con una periferia
mas clara. Algunas especies permanecen blancas o cambian de color. El reverso
de estas colonias es de color claro (Larone, 1987). Las especies de Fusarium
tipicamente producen macro y microconidios a partir de finas fidlides. Los
macroconidios son hialinos, de dos a varios celulares, fusiformes a hoz, en su
mayoria con una célula apical alargada y una célula basal pedicelada. Las
microconidias son de una o dos células, hialinas, mas pequefas que las

macroconidias, piriformes, fusiformes a ovales, rectas o curvadas. Las



clamidosporas pueden estar presentes o ausentes (Figura 2) (The University of
Adelaide, 2016).

Figura 2. Estructura microscopica de Fusarium spp.

Fuente: Bonifaz, 2012

Las especies de Fusarium se encuentran en vegetales antes de la cosecha y
persisten en productos almacenados; si se encuentran en condiciones de actividad
de agua optima, creceran causando alteraciones y a veces produciendo toxinas,

pero no compite con Aspergillus spp. y Penicillium spp.(Carrillo, 2003).

Algunos Fusarium son patégenos de cereales y pueden formar micotoxinas en los
granos, aun antes de la cosecha, otros pueden crecer en refrigeracién. La velocidad
de crecimiento suele variar a la temperatura 6ptima, pero no la respuesta al pH
(Carrillo, 2003). En la Tabla 2 se muestran algunas toxinas producidas por especies

de Fusarium.



Tabla 2. Toxinas producidas por Fusarium spp.

Especie Toxina Especie Toxina

L . DON?
Moniliformina (MON)° )
F. avenaceum? F. graminearum? ZEAP
Zearalenona (ZEA)

NIV
Deoxinivalenol _
Toxina HT-22
(DON)® : :
F. culmorum? . F. langsethiae Toxina T-22
Nivalenol (NIV)?
ENN
ZEAP
NIVe MONP®
F. poae o F. oxysporum
Eniantinas (ENN)P ZEAP

2 Tricoteceno

b No tricoteceno

Fuente: Caro, 2015.
2.2.1.3 Penicillum spp.

Las colonias de Penicillum presentan un crecimiento rapido, con colonias en tonos
verdes y usualmente blancos, la mayoria consiste en una densa capa de
conidiosporas. Microscopicamente, puede formar cadenas unicas de conidios y son
producidas en sucesion basipeta por un conidiéforo especializado llamado fialide.
Las fidlides pueden ser sencillas, en grupos o de una métula ramificada, dando una
apariencia de pincel. Todas las células entre las métulas y la cima del conidiéforo
son referidas como ramificaciones, las cuales pueden ser simples (no ramificadas o
monoverticilio), con una ramificacion (biverticiliadas-asimétricas) y de tres a mas
ramificaciones. Los conidiéforos pueden ser hiliados y con pared rugosa o lisa. Las
fialides son usualmente en forma de frasco con una parte basal clinica. Los conidios

son globosos, elipsoidales y cilindricos (Figura 3) (Ocampo, 2006).



Figura 3. Estructura microscopica de Penicillium spp.

Fuente: Bonifaz, 2012

Estos mohos llegan a crecer sobre alimentos ya preparados o sobre materias
primas, tanto de origen animal como vegetal. Para la disminucion de la velocidad de
deterioro causado por Penicillum spp. debe haber una baja temperatura de
almacenamiento. Diversas especies de este moho se pueden encontrar antes de la
cosecha de los cereales, sobre todo en épocas humedas, pero la mayor
contaminacidon sucede en almacenes, con esporas de una cosecha anterior. El
género Penicillum, al igual que el género Aspergillus no se ve afectado por la luz y
ambos esporulan facilmente en la oscuridad (Ocampo, 2006). En la Tabla 3 se

muestran algunas toxinas producidas por especies de Penicillium.



Tabla 3. Toxinas producidas por Penicillium spp.

Acido penicilico

P. puberulum

Ocratoxina A (OTA)
P. versicolor Citrina (CIT)
P. islandicum Islanditoxina

P. purpurogenum
purpurog Rubratoxinas

P. rubrum
P. viridicatum Viridotoxina
P. citreoviride Citreoviridina

Fuente: Bonifaz, 2012.

2.2.1.4 Aspergillus spp.

Es un moho filamentoso hialino, saprofito; se encuentra formado por hifas hialinas
septadas (Figura 4). Las diferentes especies se diferencian en tamafo, tasa de
crecimiento, textura (aterciopelada, granular, algodonosa) y color de la colonia:
verde-amarillento (A. flavus), negro (A. niger), café (A. terreus). La coloracion
aparece casi siempre en todas las estructuras aéreas, tanto en el micelio como en
las cabezas conidiales. Aspergillus es uno de los principales mohos productores de
micotoxinas (INSHT, 2012).
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Figura 4. Estructura microscopica de Aspergillus spp.

Fuente: Bonifaz, 2012.

Por su capacidad para crecer a diferentes temperaturas y en sustratos con diversos
contenidos de humedad, Aspergillus es considerado como ubicuo. La colonizacién
de los granos durante el almacenamiento se produce de forma explosiva cuando la
humedad relativa ambiente intra-granular se eleva por sobre el 70%, sin que se

desencadene la brotacion (Carrillo, 2003).

El rango de temperatura para el crecimiento 6ptimo oscila entre 30-33°C para la
mayoria de las especies y si unos granos con un contenido de humedad del 15%
no fueron afectados durante un afio es porque la temperatura de almacenamiento
estuvo por debajo de 5-10°C (Carrillo, 2003).En la Tabla 4 se muestran algunas

toxinas producidas por especies de Aspergillus.
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Tabla 4. Toxinas producidas Aspergillus spp.

Especie Toxina Especie Toxina
CIT .
) Malformina
A. terreus® Patulina A. niger®
. . OTA
Gliotoxina
_ OTA
A. flavus?® Aflatoxina B1, B2 A. ochraceus® . o
Acido penicilico
Fumigatina
) . . N Aflatoxina B1, B2,
A. fumigatus® Gliotoxina A. parasiticus®
__ G1yG2
Fumagilina

Fuente: 2Peromingo et al., 2016; bPBarkai-Golan, 2008.

2.2.2 Prevencion y control de mohos toxigénicos en granos

El deterioro por mohos en los granos depende de una serie de factores que pueden
clasificarse como extrinsecos, intrinsecos y de tipo tecnolégicos (Castellari et al.,
2015).

Los factores extrinsecos se asocian a condiciones ambientales (temperatura,
humedad relativa, Oz y CO2). Los factores intrinsecos estan relacionados con la
composicion quimica y propiedades fisicas de los granos, mientras que los de tipo
tecnoldgico incluyen la ubicacion y estructuras que los contienen (Castellari et al.,
2015). Estos parametros ha conllevado a que se tomen medidas de control y
preventivas, para evitar el crecimiento de mohos y a su vez la produccion de

micotoxinas.

El contenido de humedad y la temperatura son los factores mas importantes que
determinan la intensidad de la respiracion del grano y la tasa de crecimiento de
mohos (Fleurat-Lessard, 2017). Por ejemplo, en regiones con clima humedo y
calido, o humedo y templado, la cosecha de granos maduros se realiza en niveles
de contenido de humedad incompatibles con el almacenamiento seguro. Por lo que,
se ha optado por la reduccion de la humedad del grano por secado a temperaturas

bajas, asi como el enfriamiento del grano por aireacion forzada para reducir el riesgo
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de deterioro por mohos (Fleurat-Lessard, 2017). Ademas, los granos secados por
debajo del 14% de humedad puede detener el crecimiento de mohos y la produccion

de micotoxinas (Neme & Mohammed, 2017).

La temperatura es otro parametro importante para prevenir el crecimiento de mohos.
Para el caso de granos almacenados, idealmente, este sustrato debe enfriarse
después del proceso de secado y mantenerse en un rango de 1 a 4°C durante el
tiempo de almacenamiento. A temperaturas bajas o frias, los contaminantes
fungicos no mueren, pero su crecimiento y metabolismo son minimos. Aunado a
esto, evitar los dafios mecanicos y el contacto del grano con el suelo en la etapa de
cosecha, minimiza la contaminacion de la infeccion por mohos (Neme &
Mohammed, 2017).

2.3 Aflatoxinas
2.3.1 Generalidades

Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos secundarios téxicos producidos
principalmente por A. flavus y A. parasiticus (Moreno, 1988). La palabra aflatoxina
proviene de la primera letra “A” que denota el género Aspergillus, seguida de las
tres letras “FLA” correspondiente a la especie flavus y el sustantivo “toxina” que

significa veneno (Ellis et al., 2009).

Las aflatoxinas contienen en su molécula una mitad dihidrofurano o tetrahidrofurano
unido a un anillo cumarina (Sandoval, 2013) y se encuentran dentro de las
principales micotoxinas, de las que existen aproximadamente 20 tipos diferentes
(Londofio-Cifuentes & Martinez-Miranda, 2017).

Las cuatro principales aflatoxinas han sido subdivididas en los grupos B y G, con
base en la fluorescencia azul (blue) o verde (green) que presentan bajo la luz
ultravioleta (Hsieh et al., 1976). Estructuralmente, el grupo B presenta un anillo de
ciclopentanona y el grupo G una lactona (Sandoval, 2013). En la Figura 5 se

muestran las estructuras de las principales aflatoxinas.
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Figura 5. Estructura de las principales aflatoxinas.

Las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 son los que se encuentran comunmente en
alimentos, principalmente en granos y frutos secos, mientras que las aflatoxinas M1
y M2 son derivados metabdlicos de las aflatoxinas B1 y B2 respectivamente, que se
excretan en orina y leche de quienes han consumido alimentos contaminados
(Londofio-Cifuentes & Martinez-Miranda, 2017).

Las aflatoxinas de la serie 1 (B1, M1 y G1) son en general mas toxicas que las de
la serie 2 (B2, M2 y G2); de hecho, la aflatoxina B1 ha sido clasificada en el grupo
1 por la Agencia Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC por sus

siglas en inglés) como carcindgeno, cuyo blanco es el higado (Urrego & Diaz, 2006).

La aflatoxina B1 generalmente se encuentra en mayores concentraciones que las
otras y es la mas potente, siendo carcindgena, teratbgena y mutagena. Las
aflatoxinas B1 y B2 cuando son ingeridas por animales en lactancia, son excretadas
en la leche en formas alteradas, pero aun toxicas, conocidas como aflatoxinas M1
y M2 (Moreno, 1988).
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La presencia de aflatoxinas en alimentos ha sido estudiada desde la década de los
90’s. De hecho, ha habido un incremento importante de publicaciones relacionadas
con este tema alrededor del mundo, por considerarse que la incidencia es muy alta
y que se trata de un grave problema de salud publica que hay que atender. En la
Tabla 5 se presentan los paises en los que se ha estudiado la incidencia de
aflatoxinas en alimentos (Williams et al., 2004; Martinez, Vargas del Rio, & Gémez,

2013).

Tabla 5. Incidencia de aflatoxinas totales en diferentes alimentos.

Alimento Concentracion (ug kg™)
Argentina Maiz Positivo?
Brasil Maiz 0.2-129.0?
Cacahuate y derivados 43.0-1099.02
China Maiz >20.0?
Portugal Yogurt 19.0-98.02
México Granos de maiz 5.0-465.0°
Turquia Queso Positivo?®
India Chile >30.02
Venezuela Maiz amarillo 20

_ Mani, nueces, jengibre,
Chile . _ 23-173.3°
comino, semilla sésamo

Colombia Maiz y arroz 9.2b
Peru Maiz 4.2b

Fuente: @Williams et al., 2004; ®PMartinez, Vargas del Rio, & Gémez, 2013.

En México se ha determinado el contenido de aflatoxinas, sobre todo en maiz y
productos de éste. Se conoce que alrededor del 40% del maiz que se consume en
México es importado de EUA, donde existen regulaciones con respecto a las
aflatoxinas, considerando un nivel maximo de 20 ug kg™! para productos de consumo
humano (NGFA, 2011). Sin embargo, el 60% de maiz restante es producido en
México, en donde la NOM-188-SSA1-2002 sefala un limite maximo permisible de
aflatoxinas totales en cereales de 20 ug kg, y en caso de que el cereal tenga de

21 a 300 ug kg sera destinado a alimento para ganado.
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A pesar de que existe una regulacion en México (NOM-188-SSA1-2002), se han
presentado casos donde las concentraciones de aflatoxinas en cereales han
sobrepasado los limites establecidos, por lo que representan un problema y un

riesgo potencial para la salud humana.

Como es bien sabido, el maiz es el cereal mas consumido en nuestro pais, por lo
que, es ampliamente distribuido a nivel nacional. Debido a que los limites
permisibles de aflatoxinas establecidos en la NOM-188-SSA1-2002 son altos, en
comparacion con las normas internacionales, los problemas de contaminacion no

son ajenos.

Tal es el caso del maiz distribuido en Monterrey, en el que se ha encontrado un
problema de contaminacién por aflatoxina B1 (5.03-465.31 ug kg') y aflatoxina G1
(1.59 ug kg a 57.1 ug kg™). El porcentaje de muestras contaminadas es elevado
(87.7%) y preocupante, ya que superan los limites maximos considerados en la

normatividad mexicana (20 ug kg de aflatoxinas totales) (Martinez et al., 2013).

Se ha estudiado que la nixtamalizacién conlleva a una degradacioén de aflatoxinas
de hasta el 92% (Méndez-Albores et al., 2004a; Méndez-Albores et al., 2004b); pero,
el maiz que no es sometido a este proceso, al igual que los demas cereales, pueden
presentar contaminacion por aflatoxinas, que al ser destinados a la alimentacion del
ganado lechero pueden hacer que la presencia de estas sustancias tdxicas en leche

y productos lacteos sea de un riesgo potencial.

En el estado de Jalisco, se determind que muestras de alimento para bovinos
lecheros presentaron contaminacion con aflatoxinas totales en niveles que excedian
el limite permitido por la norma mexicana (20 ug kg') (Reyes et al., 2009) lo que

supone un riesgo para la salud de los animales y de la poblacién.

2.3.2 Condiciones para el desarrollo de aflatoxinas en cultivos y

alimentos

Los cultivos en las areas tropicales y subtropicales son mas susceptibles de ser
contaminados con micotoxinas que los de zonas templadas, por su elevada
humedad y temperatura, ya que la humedad proporciona las condiciones optimas
para la formacion de toxinas (Vazquez, 2014). El desarrollo de A. flavus y la
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produccion de aflatoxinas requieren de un rango de humedad relativa entre 80 y
85% (Coppock, Christian & Jacobsen, 2018). Las altas temperaturas y el estrés por
sequia afectan fisiolégicamente a los cultivos y, por lo tanto, los cultivos estresados

pueden ser mas susceptibles a la produccion de aflatoxinas (Klich, 2007).

La temperatura optima para la produccion de aflatoxinas esta entre 24 y 30°C. La
mayor produccion de aflatoxinas por A. flavus es a 30°C y para A. parasiticus es de
28°C (Klich, 2007), en un tiempo de incubacion de 7 a 11 dias (Bennett & Klich,
2003). En cuanto al estrés por sequia, éste induce un gran aumento en la
produccion de prolina y se ha reportado que este aminoacido mejora la produccién
de aflatoxinas (Klich, 2007).

Ademas, las practicas inadecuadas en los procesos de recoleccion vy
almacenamiento, junto con el transporte, comercializacion y procesado deficientes,
pueden contribuir al crecimiento de mohos e incrementar el riesgo de producir
micotoxinas. Se estima que el 25% de los cultivos mundiales de grano, muchos de
ellos alimentos basicos, se ven afectados por mohos productores de micotoxinas
(Vazquez, 2014).

La incidencia de aflatoxinas en los alimentos depende de varios factores, como el
tipo de alimento, la estacion del afio, la ubicacion geografica, asi como el periodo
posterior a la cosecha (Ismail et al., 2018). Adicionalmente, el carbono, nitrégeno,
metabolitos secundarios y azucares en los sustratos, son otros factores que influyen

en la produccion de aflatoxinas (Coppock, Christian & Jacobsen, 2018).
2.3.3 Aflatoxinas en alimentos
2.3.3.1 Alimento para ganado

Las dietas de vacas productoras de leche se constituyen principalmente de
concentrados y forrajes en una proporciéon de 50-75 %, los cuales son producidos y
procesados usualmente en los establos lecheros. Los forrajes se incluyen verdes,
secos (pajas, henos y rastrojos) o ensilados, mientras que los concentrados se
elaboran con diferentes ingredientes que aportan altos niveles de proteina y energia
(Reyes et al., 2015).
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El maiz es un ingrediente de algunas formulaciones de alimentos concentrados
destinados al consumo animal. Antes de su consumo, este cereal se somete a
varios procesos, como la cosecha, el secado, el almacenamiento y el embolsado,
los cuales tienen un impacto deteriorante en su calidad, antes de que llegue a su
destino, si no se maneja adecuadamente. Lo anterior convierte al maiz en un
sustrato altamente susceptible de contaminacion por micotoxinas, en especial,
aflatoxinas (Kamika, Ngbolua & Tekere, 2016).

En alimentos ensilados se ha logrado establecer una relacion entre la naturaleza
del ensilaje y la presencia de microorganismos (como mohos), bajo diferentes
condiciones en el proceso de elaboracion. Por ejemplo, se han logrado aislar mohos
toxigénicos como A. niger y F. poae (ensilaje de trébol); en A. parasiticus (ryegrass);
A. flavus y F. solani (mezcla de pastos); y A. fumigatus, F. sporotrichoides, P.
expansum y Trichoderma harzianum en ensilaje de maiz, ya que factores como
composiciéon quimica y la capacidad amortiguadora de ciertos forrajes son

importantes en el crecimiento de estas especies fungicas (Alpizar, 2015).

La temperatura del ensilaje durante y después de la fermentacion es otro factor que
también puede influenciar el crecimiento de ciertas cepas de mohos de A. fumigatus,
lo que se ha asociado directamente con la produccién de micotoxinas (Alpizar,
2015).

Durante los ensilados de maiz, la produccién de aflatoxinas esta influenciada
principalmente por: el tiempo de cosecha, fertilizacion, irrigacion, control de plagas,
humedad de ensilaje y practicas de almacenamiento. Los granos cosechados con
la humedad mas baja posible y la humedad de conservacién cercana o inferior al
14% son necesarios para reducir los riesgos de contaminacion (Prandini et al.,
2009).

2.3.3.2 Alimentos para consumo humano

La leche y productos lacteos son componentes importantes en la dieta humana, y
varios paises han establecido limites maximos permisibles para la aflatoxina M1 en
estas matrices. En la Unién Europea son 0.05 ug kg’ para leche, yogurt y

mantequilla, mientras que para queso se establecen 0.25 ug kg™'. La FDA establece
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limites de 0.5 ug kg™! para leche. La incidencia de aflatoxina M1 en leche y productos
lacteos depende de varios factores como el clima, la raza de animal, calidad del
forraje y del pienso con el que es alimentado el animal, etapa de lactancia y el

rendimiento de la produccion de leche, entre otros (Hassan et al., 2018).

Por su parte, si la contaminacion ocurre en leche en polvo que se utiliza para
elaborar un producto lacteo especifico, por ejemplo, yogurt, las aflatoxinas
apareceran en esa leche fermentada sin que haya habido contaminacion fungica

previa (Vazquez, 2014).

Otro producto lacteo de importancia es el queso, el cual es especialmente sensible
al crecimiento de mohos, ya que durante una de sus etapas de produccion o durante
su almacenamiento o maduracion, intervienen mohos que podrian producir toxinas.
Sin embargo, este tipo de contaminacion no suele representar un problema
importante, ya que en el crecimiento de mohos aflatoxigénicos en un alimento da
lugar a alteraciones organolépticas del mismo y a su rechazo para el consumo
(Vazquez, 2014).

Por lo que, no es posible garantizar que la ausencia de mohos toxigénicos en un
producto asegure que éste se encuentre libre de aflatoxinas, debido a que estas
sustancias pueden persistir después de que los mohos hayan desaparecido
(Vazquez, 2014).

Por otro lado, la contaminacion indirecta ocurre cuando en los alimentos crecen
mohos aflatoxigénicos que producen aflatoxina B1, la que sera consumida por los
animales, quienes la hidroxilaran y la transformaran en aflatoxina M1, y aparecera
en la leche y los productos derivados, constituyendo un problema serio para la salud
publica (Vazquez, 2014).

El inconveniente que se presenta con este tipo de contaminacién es mas grave que
con la contaminacién directa, ya que existe el riesgo potencial de producir efectos
téxicos cronicos por el consumo reiterado de alimentos contaminados incluso con
dosis bajas de aflatoxina. La aflatoxina M1 es 10 veces menos carcinogénica que la
aflatoxina B1, excretandose en la leche tanto de humanos como de animales en

lactacion que ingieren alimentos contaminados con aflatoxina B1. Una vaca es
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capaz de transformar la aflatoxina B1 en aflatoxina M1 dentro de las 12 a 24 horas
posteriores a la ingestion del alimento contaminado, incluso a las 6 horas, ya que

pueden aparecer residuos de aflatoxina M1 en la leche (Vazquez, 2014).

La IARC, ha reportado a las aflatoxinas B1 y M1 como posibles carcindbgenos
humanos, estos reportes, a la par con otros, han demostrado el efecto toxico de las
aflatoxinas y han llevado a que se establezcan limites maximos de residuo (LMR)

en alimentos (Pérez et al., 2008).

La Unién Europea (UE) ha establecido un LMR para la aflatoxina M1 en leche y
productos lacteos de 0.05 ug kg™!, mientras que el Codex Alimentarius de la FAO y
la FDA de los Estados Unidos han propuesto valores de 0.5 ug kg (Pérez et al.,
2008). Algunos paises han establecido concentraciones limite de aflatoxina M1 en
leche; por ejemplo, Bulgaria de 0.5 pg kg™' en leche cruda, Francia de 0.05 ug kg
y 0.03 ug kg™! en leche para consumo de nifios menores a 3 afos, y Austria de 0.05
ug kg'y 0.01 ug kg™ para leche pasteurizada destinada a infantes (Dashti et al.,
2009).

Se ha demostrado que la aflatoxina M1 presente en la leche no se degrada
totalmente durante su proceso tecnolégico en la produccion de derivados lacteos y
por otra parte, la unidn de la aflatoxina M1 a las proteinas de la leche provoca que
su concentracion sea mayor en la cuajada que en la propia leche (Urban et al.,
2009).

En México se ha reportado la presencia de aflatoxina M1 en leche en polvo y fluida
comercializada durante la década del 90 y mas recientemente en el Estado de
Hidalgo y en el Altiplano Mexicano, donde pone en evidencia que la presencia de
aflatoxina M1 en este alimento es una problematica actual en México (Urban et al.,
2009). El alto porcentaje de aflatoxina M1 encontrado en la leche producida de
manera convencional y organica en el estado de México sobrepasa el LMP (0.5 ug
kg™') y dado que esta toxina no se destruye por los procesos tecnoldgicos se puede
suponer una alta incidencia de la misma en productos lacteos con énfasis en la

produccion de queso (Urban et al., 2009).
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En productos lacteos, como quesos, natas y mantequilla, la distribucion de
aflatoxina M1 se ha encontrado en porcentajes de 40-60%, 10% y <2%
respectivamente. A pesar de que dicha aflatoxina es muy soluble en agua, existe
una asociacion entre ésta y la caseina, por lo que los porcentajes mas elevados los
presentan los quesos (Gimeno, 2005). Por otro lado, estudios mas recientes han
demostrado que la concentracién de aflatoxina M1 depende del tipo de queso, del

contenido de agua y de las tecnologias de produccioén (lha et al., 2013).
2.3.4 Toxicidad de aflatoxinas

No se sabe con exactitud el nivel de toxicidad de las aflatoxinas para consumo
humano; sin embargo, se han reportado intervalos de toxicidad de 100 a 200 ug
kgpc, por lo que, su estudio de incidencia se ha convertido en un tema importante
para la inocuidad alimentaria (Eaton & Groopman, 1994). Recientemente, se
determinaron las LDso (dosis letal media) de 0.36, 0.78. 1.70 y 3.44 mg kgpc™ para
las aflatoxinas B1, G1, B2 y G2, respectivamente (Martinez & Anaddn, 2012).

Debido a la presencia del moho Aspergillus y las aflatoxinas en el ambiente, se
considera un problema casi inevitable la presencia de estos compuestos en los
alimentos tanto de consumo humano como animal. Por ello, en diferentes paises se
han establecido limites maximos de aflatoxinas totales en alimentos; por ejemplo,
en Estados Unidos es de 20 ug kg' (NGFA, 2011) y en la Comunidad Europea es
de 4 ug kg en la mayoria de los productos (CONTAM, 2007).

La IARC ha concluido que las aflatoxinas son carcinogénicas para humanos,
particularmente como agente etioldgico de cancer de higado (Filazi & Sireli, 2013).
La LDsoy la TDso (dosis toxica media) en humanos se estima en 5 ug kg™ y 132 ug
kg' de peso corporal al dia, respectivamente (Moss, 2003). De acuerdo con una
comision de expertos de FAO/OMS, la aflatoxina B1 es la de mayor toxicidad aguda
y cronica, estimando su potencia a partir de datos epidemiolégicos (Filazi & Sireli,
2013), mientras que la aflatoxina M1 que deriva de ésta y se encuentra en la leche,
es menos téxica que su precursora (Moss, 2003), causando también cancer
hepatico mediante un mecanismo similar al de la B1 (Filazi & Sireli, 2013).
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2.3.5 Métodos de determinacion de aflatoxinas

La obligacion de aplicar los limites reglamentarios ha impulsado el desarrollo de
métodos analiticos para la identificaciéon y cuantificacion de micotoxinas en
alimentos, piensos y matrices bioldgicas. Esto implica el empleo de métodos de
analisis contrastados que cumplan con unos requerimientos de calidad establecidos
y con los sistemas de control de seguridad alimentaria con el fin de preservar la

salud de la poblacion.

Existen diversos meétodos de analisis recomendados para la determinacion de
micotoxinas en alimentos, como los Métodos Oficiales de Analisis de la Asociacion
Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC), donde se pueden encontrar mas de
cincuenta meétodos validados para la determinacidn de diversas micotoxinas en gran
variedad de alimentos, o los métodos normalizados propuestos por la Organizacion
Internacional para la Normalizacion (1ISO) y el Comité Europeo de Normalizacion
(CEN) (Arroyo et al., 2014).

Los analisis requieren un alto grado de exactitud y por esta razon se usan métodos
recomendados o se lleva a cabo la validacion de los nuevos métodos propuestos a
través de procedimientos que garanticen la calidad de los resultados, incluido el uso
de materiales de referencia certificados, o de comparaciones inter-laboratorio
(Arroyo et al., 2014).

Por su sencillez, rapidez, sensibilidad y la poca manipulacidén de las muestras, las
técnicas por inmunoensayos se han utilizado recientemente como métodos para

cuantificacion de diversos sustratos (Repetto & Repetto, 2009).
2.3.5.1 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

El método ELISA para determinar micotoxinas se basa en la capacidad de un
anticuerpo especifico para distinguir la estructura tridimensional de una micotoxina
determinada. El ELISA directo competitivo se utiliza comunmente en el analisis de

micotoxinas.

Una placa de ELISA convencional de micro-valoracidén consiste en la reaccion en

equilibrio del complejo antigeno-anticuerpo. Actualmente, la mayoria de los kits de
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prueba ELISA disponibles comercialmente para las micotoxinas estan trabajando
en la fase de la cinética de la union antigeno-anticuerpo, lo que reduce el tiempo de

incubacion a minutos (Osorno, 2015).

Aunque la reduccidon en el tiempo de incubacion puede conllevar a una cierta
pérdida de la sensibilidad del ensayo, la técnica puede proporcionar resultados

exactos y reproducibles.

En la actualidad existen kits para diferentes micotoxinas, por ejemplo, ASTORI
TECNICA el cual determina AFLA (aflatoxinas), OTA y FUM (fumonisina) para
bebidas, granos, cereales, frutos secos y alimentos; COMPETITOX determina FUM,
ZEA y AFLA para maiz, cereales y alimentos; VICAM determina AFLA, FUM y OTA
para alimentos y cereales; NEOGEN determina AFLA, FUM, toxina T-2 y ZEA para
cereales y alimentos balanceados, por ultimo, RIDASCREEN que determina AFLA,
FUM, toxina T-2, y ZEA para alimentos balanceados, granos y cereales (Flores et
al., 2014).

2.3.5.2 Columnas de inmunoafinidad

Las columnas de inmunoafinidad (IAC) estan disefiadas para una rapida y facil
purificacion de aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 de extractos de alimentos. Kits
comerciales como lo es AflaStar de Romer Labs contienen anticuerpos
monoclonales para las aflatoxinas que se unen de forma covalente a las particulas
de gel. Las IAC atrapan a las aflatoxinas y separan a otras sustancias del extracto,

posteriormente se aislan las aflatoxinas eluyéndolas con metanol (Vallejo, 2012).
2.3.5.3 Inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia (FP)

Se ha descrito que esta técnica cuantifica la presencia de micotoxinas como
aflatoxinas, deoxinivalenol (DON) y fumonisinas. A diferencia de otras técnicas, los
inmunoensayos de FP son ensayos en fase de solucion, es decir, que se pueden
realizar sin la unidon de un anticuerpo o antigeno a una superficie sdlida. El
fundamento de la técnica se basa en que los detectores de polarizacién de
fluorescencia miden indirectamente la velocidad de rotacion de un fluoréforo en

solucion (Maragos, 2004).
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La velocidad de rotacion esta directamente relacionada con el tamafio de las
moléculas; las moléculas mas grandes giran lentamente a una temperatura
determinada. Se usa un conjugado de micotoxina-fluoréforo (trazador). El trazador
tiene un bajo peso molecular y gira rapidamente en solucion. La adicion de
anticuerpos antitoxina da como resultado la formacién de un complejo inmune del
trazador con el anticuerpo reduciendo efectivamente la velocidad de rotacion del
fluoréforo y aumentando la polarizacién. Por lo tanto, el inmunoensayo de FP
permite la deteccidn de materiales de bajo peso molecular en solucion sin requerir
un paso para separar la etiqueta "unida" y "no unida", una ventaja significativa sobre

las técnicas de ELISA tradicionales (Maragos, 2004).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Evaluar la incidencia de mohos toxigénicos en alimento para ganado (concentrado
y zacate de maiz) a través de métodos de analisis microbiolégicos establecidos en
la normativa mexicana para establecer una relacion con la presencia de aflatoxinas
en alimento y leche provenientes del Valle del Mezquital y Valle de Tulancingo,

Hidalgo.

3.2 Objetivos especificos

¢ |dentificar los mohos presentes en alimento para ganado (concentrado y zacate
de maiz) y diferenciar los mohos toxigénicos considerando su morfologia macro

y microscopica, para evaluar la relacion con la produccion de aflatoxinas.

e Determinar la incidencia de aflatoxinas en el alimento para ganado analizado y
en leche, utilizando métodos de bioensayo para establecer una posible

correlacion con la presencia de mohos toxigénicos.
e Determinar la composicién quimica nutrimental de las muestras de alimento para

ganado bajo estudio a través de métodos oficiales para determinar la relacion de

los componentes y el crecimiento fungico, con la produccion de aflatoxinas.
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4. METODOLOGIA
4.1 Muestras

Se analizaron muestras de dos tipos de alimento para ganado: zacate de maiz y
concentrado. Los concentrados correspondian a muestras comercializadas en las
zonas bajo estudio. Ademas, se analizaron muestras de leche provenientes de
diferentes centros de acopio del Valle de Tulancingo y del Valle del Mezquital,

Hidalgo.

La recoleccion de las muestras (alimento y leche) se llevo a cabo de forma aleatoria
y se realiz6 por los técnicos responsables de los centros de acopio, quienes laboran
para la Direccion General de Fomento Lechero. Las muestras se recolectaron
durante el periodo de agosto a noviembre del afio 2016. En la Figura 6 se presenta

un mapa en el que se indican las dos regiones donde se obtuvieron las muestras.

Figura 6. Mapa de las zonas de muestreo.

26



Se analizaron 30 muestras de alimento, 18 fueron concentrados (de las cuales 13
se obtuvieron del Valle del Mezquital y 5 del Valle de Tulancingo) y 12 de zacate de
maiz (de las cuales 10 se recolectaron del Valle del Mezquital y 2 del Valle de

Tulancingo).

En cada muestreo se recolectaron por triplicado entre 250 y 500 g de cada muestra
de alimento, las cuales se recibieron en bolsas de polietileno de cierre hermético,
se identificaron y se mantuvieron en refrigeracion (4°C) por un lapso no mayor a 48

horas o en ultracongelacion (-70°C) hasta su analisis.

En cuanto a las muestras de leche, se analizaron 14 muestras, de las cuales 10
provenian del Valle de Mezquital y 4 del Valle de Tulancingo. Se recolecté por
duplicado 1 L de cada muestra, las cuales se identificaron y se mantuvieron en

ultracongelacion (-70°C) hasta su analisis.
4.2 Analisis microbiolégico

El analisis microbiolégico sblo se realiz6 a las muestras de alimento ya que, a
diferencia de la leche, por su naturaleza y composicidn son susceptibles a
contaminacion fungica (Londofio-Cifuentes & Martinez-Miranda, 2017; Ruiz et al.,
2017). En la Figura 7 se presenta un diagrama de la metodologia seguida durante

el analisis microbioldgico.
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Figura 7. Metodologia seguida para analisis microbioldgico.

4.2.1 Recuento de mohos

Antes del recuento de mohos, se realizé el analisis del crecimiento fungico aparente
en las diferentes muestras analizadas, esto se efectué mediante una inspeccién

visual.

El conteo de mohos se expresa como el numero de unidades formadoras de
colonias por gramo de muestra (UFC/g), que se hacen visibles cuando una alicuota
de la suspension de un producto examinado, ha sido transferida a un medio nutritivo

para mohos e incubada aerdbicamente a 25°C por cinco dias (ICC, 1980).

El analisis se llevé a cabo de acuerdo con la técnica descrita en la NOM-111-SSA1-
1994 (con modificacién, ya que se realizd por extendido sobre superficie). Se

pesaron 10 g de cada muestra, a continuacién, cada una se diluy6 en la proporcién
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1:10 en solucion salina con Tween 80 y se homogenizé en el Stomacher® durante
aproximadamente 2 min. Esta dilucién se considero la primera dilucion decimal, a
partir de la cual se efectuaron 4 diluciones sucesivas, utilizando el mismo diluyente.
Se sembré 0.1 mL de cada una de las diluciones de cada muestra, por duplicado,

en el medio de cultivo agar papa dextrosa (APD).

Todas las placas sembradas se incubaron durante 5-7 dias a 25°C. Trascurrido este
tiempo, se procedié al recuento de todas las colonias de mohos y levaduras
crecidas; tomando en cuenta que este recuento se efectua al tercer dia (ya que el
crecimiento no es tan extendido) y al quinto dia (confirmacién) a partir del dia en

que se sembraron las muestras
4.2.2 Identificacion de colonias fungicas

La identificacion de las colonias fungicas solo se llevd a cabo a nivel de género,

basados en sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas.

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 (APD).

Inmediatamente, se procedid a realizar el estudio microscépico.

La preparacion de la muestra se efectué segun la técnica de la cinta adhesiva
(Rodriguez-Tudela & Aviles, 1991), la cual consiste en aplicar una porcién 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.

Para la identificacién y clasificacion de los mohos, se utilizaron los criterios
establecidos en el tratado de Von Arx (1981) y el manual de Samson y
colaboradores (2000).

Tras siete dias de incubacién se procedioé a la observacion de las caracteristicas
morfolégicas macroscopicas y microscopicas de los cultivos. Para 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
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consideracion fueron: forma de los cuerpos fructiferos, forma, disposicion y

ornamentacion de las esporas, forma y tamafo de las ascosporas (si las habia).

Las colonias de mohos que no se podian identificar a causa de la ausencia de
cuerpos fructiferos, se resembraron en medio Agar Extracto de Levadura (YES) y
se incubaron a la misma temperatura, tratando de promover el desarrollo de estos.
Las colonias que no desarrollaron cuerpos fructiferos después de 7 dias de

incubacion bajo estas condiciones se denominaron como Mycelia sterilia.
4.2.3 Aislamiento de colonias fungicas potencialmente micotoxigénicas

Paralelamente al recuento, se realizé el aislamiento e identificacion de aquellas
colonias que, a simple vista o mediante su observacion al microscopio, se
consideraron pertenecientes a los géneros Alternaria, Aspergillus, Fusarium vy
Penicillium. Mediante un asa de platino se deposité un inéculo de esporas en tres
sitios distintos (formando un triangulo equilatero) (Figura 8) de la placa de Petri con
30 mL del medio de cultivo (YES) y se incubd a 25°C, durante el tiempo requerido
para el desarrollo 6ptimo de la colonia fungica. Se realizaron las resiembras

necesarias hasta obtener cultivos puros. Cada cepa se aislé por duplicado.

Figura 8. Depésito del inéculo de esporas sobre la superficie del medio.
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4.3 Extraccion y determinacion de aflatoxinas totales

Las muestras se analizaron por el método ELISA (Enzyme-Linked Inmunosorbent

Assay), para determinar la presencia de aflatoxinas totales.
4.3.1 Fundamento

El test se basa en una reaccion antigeno-anticuerpo. Los micropozos estan
recubiertos con anticuerpos de captura contra anticuerpos anti-aflatoxina. Se
agregan estandares de aflatoxina o la solucién de las muestras, conjugado

aflatoxina-enzima y anticuerpos anti-aflatoxina a los micropozos.

La aflatoxina libre y el conjugado aflatoxina-enzima compiten para unirse a sitios del
anticuerpo anti-aflatoxina (inmunoensayo enzimatico competitivo). Al mismo tiempo,
los anticuerpos anti-aflatoxina se unen a los anticuerpos de captura inmovilizados
sobre la placa. El conjugado aflatoxina-enzima que no se unié es removido

posteriormente en un proceso de lavado.

El sustrato/cromégeno es agregado a los micropozos e incubado. El conjugado
aflatoxina-enzima unido a los micropozos a través de los anticuerpos, convierte al
cromogeno en una sustancia azul. La adicion de la solucién stop provoca un cambio
de color de azul a amarillo. La medicion se realiza fotométricamente a 450 nm; la
absorcion es inversamente proporcional a la concentracion de aflatoxinas en la

muestra.
4.3.2 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®). Para ello, una
muestra representativa se sometié a molienda con la finalidad de reducir el tamafio
de particula y homogeneizarla. Se pesaron 2 g de la muestra molida en un vial de
vidrio con tapon de rosca; se adicionaron 10 mL de una mezcla metanol:agua (70:30
v/v) y se mezclaron durante 10 min a temperatura ambiente (20-25°C) usando un
vortex. Todo el extracto se filtrd; posteriormente se tomé una alicuota de 100 pL y
se diluy6é con 600 pyL de agua destilada. Se tomaron 50 yL de esta dilucién y se

colocaron en un micropozo para el ensayo.
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4.3.3 Analisis

Se colocaron suficientes micropozos en el soporte de la microplaca para los
estandares y muestras a analizar. El analisis se llevd a cabo por duplicado y se
registro la posicion de cada una de ellas. Se colocaron 50 uL de los estandares y
las diluciones preparadas anteriormente en los micropozos correspondientes (se
utilizé una punta de pipeta nueva para cada estandar y muestra). Asi mismo, se
adicionaron 50 pL del conjugado aflatoxina-enzima y 50 uL del anticuerpo anti-
aflatoxina a cada uno de los micropozos, se mezcld el contenido de la microplaca
suavemente y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente (20-25°C). Se
vaciaron los micropozos y se golpeo6 enérgicamente (3 veces consecutivas) el marco
de los micropozos sobre un papel absorbente limpio para asegurar la eliminacion
completa de residuos liquidos. Se lavaron los micropozos (250 uL por micropozo)
con tampon de lavado (KH2PO4/K2HPO4 10mM, pH 7.4 que contenia 0.05% de
Tween 20), se utilizé una micropipeta y se vaciaron nuevamente los micropozos de

la forma indicada. Se repitié este paso dos veces mas.

Se agregaron 100 pL de substrato-cromégeno a cada micropozo y se mezclé el
contenido de la microplaca suavemente; posteriormente se incubd durante 5 min en
la oscuridad a temperatura ambiente (20-25 °C). Finalmente, para detener la
reaccion, se adicionaron 100 uL de la solucién stop (H2SO4 1N) a cada micropozo,
se mezclo el contenido de la microplaca suavemente y se midié la absorcién a 450

nm en el transcurso de los siguientes 10 min.
4.4 Analisis proximal

Debido a que la composiciéon quimica del alimento para ganado (concentrado y
zacate de maiz) puede ser un factor de importancia para el crecimiento de mohos
toxigénicos, soOlo estas muestras se sometieron a un analisis proximal. La
determinacion de analisis proximal se realizé con base a los métodos oficiales de la
AOAC.
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4.4.1 Determinacion de humedad

El contenido de humedad se llevd a cabo mediante el método AOAC 925.09, por
secado en estufa. En charolas de aluminio a peso constante se colocaron muestras
de aproximadamente 5 g de alimento para ganado (concentrado y zacate de maiz)
(todas las muestras molidas). Las muestras se llevaron a peso constante en un
horno (FELISA FE-291AD) a 105°C por 4 horas. Los resultados se obtuvieron

utilizando la Ecuacion 1.

(1)

P,—P;

% Humedad = x 100

Donde: m=Peso humedo de la muestra (g); Pi=Peso de la charola con muestra antes

del secado (g); Pr=Peso de la charola con la muestra seca (g).
4.4.2 Determinacion de cenizas

La determinacién de cenizas totales se llevd a cabo por el método AOAC 923.03.
Se utilizaron crisoles a peso constante donde se colocaron aproximadamente 3 g
de muestra molida y se incineraron en parrilla de calentamiento dentro de una
campana de extraccion, hasta la desaparicion del humo. Posteriormente, el residuo
se coloco en una mufla (Thermo SCIENTIFIC FB 1415M) a 550°C hasta obtener un
color homogéneo de las cenizas y un peso constante del crisol. Los resultados se

obtuvieron aplicando la Ecuacion 2.

Py = Py (2)
m

% Cenizas = x 100

Donde: m=Peso humedo de la muestra (g); Po=Peso del crisol (g); P= Peso del

crisol con la muestra calcinada (g).
4.4.3 Determinacion de grasa cruda

El contenido de grasa se determiné mediante el método AOAC 920.39 Soxhlet. Se
colocaron muestras de alimento para ganado (concentrado y zacate de maiz) libres
de humedad en un saco de papel filtro y se introdujeron en la camara de extracciéon
de un equipo Soxhlet (LAB-LINE MULTI-UNIT). En matraces balén de 250 mL a
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peso constante, se adicionaron 150 mL de éter de petréleo; se junté cada matraz
con la camara de extraccién y el condensador y se procedido a calentamiento
moderado hasta la extraccidn de grasa durante 8 h aproximadamente. Para finalizar,
se recupero el solvente y el resto se elimind colocando el matraz en una estufa a

65°C. Los resultados se obtuvieron aplicando la Ecuacion 3.

P, — P,
% Grasa cruda = fm L x 100 (3)
Donde: m=Peso de la muestra fresca referido al peso original (g); Pi=Peso inicial del

matraz a peso constante (g); P=Peso del matraz con extracto etéreo (g).
4.4.4 Determinacion de fibra bruta

La determinacion de fibra se realizé por el método AOAC 7.073. Se pesaron
aproximadamente 2 g de muestras de alimento para ganado (concentrado y zacate
de maiz) libres de humedad y grasa, se colocaron en vasos de Berzelius y se
procedi6 a una digestién acida con H2SO4 al 1.25% por 30 minutos a reflujo en un
digestor. Las muestras de la primera digestion se filtraron en una tela de lino y se
prosiguio con una digestion basica con NaOH al 1.25% por 30 minutos a reflujo. Se
filtr6 el resto de la muestra no digerida con la misma tela de lino y se coloco en un
crisol, que previamente se llevd a peso constante en estufa a 105°C por 1 h para
eliminar la humedad. Después, se inciner6 en una parrilla de calentamiento hasta la
desaparicion de humo en una campana de extraccion. Posteriormente, se colocaron
los crisoles en una mufla (Thermo SCIENTIFIC FB 1415M) a 550°C hasta obtener
un color homogéneo de las cenizas y un peso constante del crisol. Los resultados
se obtuvieron aplicando la Ecuacion 4; se utilizé un blanco (tela de lino) para la
correccion de los resultados restando el blanco a las muestras.

h-h 100 (4)

% Fibra bruta =

Donde: W=peso humedo de la muestra (g); P1=peso del crisol con muestra antes
de la incineracion y después del secado a 105°C (g); P2=peso del crisol con muestra

incinerada (g).
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4.4.5 Determinacion de proteina

La determinacion se realizé6 por el método AOAC 46.10. Se utiliz6 el método

Kjeldahl, el cual consiste en someter la muestra a tres procedimientos: digestion,

destilacion y valoracion, que se describen a continuacion.

Mezcla digestiva. Se prepard con 3 g de sulfato de cobre pentahidratado (el
cobre actua como catalizador) en 20 mL de agua destilada, 50 mL de &acido

fosforico y 430 mL de acido sulfurico concentrado.

Solucion indicadora. Se prepard con 5 g de acido bodrico disueltos en agua
destilada, 35 mL del indicador A (100 mg de fenolftaleina aforados a 100 mL con
alcohol etilico) y 10 mL del indicador B (33 mg de verde de bromocresol + 66 mg
de rojo de metilo aforados a 100 mL con alcohol etilico). La mezcla se ajusto a
un color café rojizo con acido o alcali segun se requirié y se aforé a 1 L con agua
destilada.

Digestion. En un tubo de digestion Kjeldahl se colocaron 70 mg de alimento para
ganado (concentrado y zacate de maiz), 0.5 g de sulfato de potasio (para
aumentar la ebullicién) y 3 mL de mezcla de digestion. El tubo se colocé en el
digestor durante 15 minutos a 370°C. Posteriormente se enfrio y se le
adicionaron 1.5 mL de H202 al 30%, se volvid a colocar en el digestor a 370°C y
se mantuvo asi hasta el final de la digestién (hasta que su contenido se observé
completamente translucido, sin particulas negras en suspension, que indican
materia organica no digerida). A la par, se corrieron blancos preparados de la
misma forma, pero sustituyendo la muestra por sacarosa.

Destilacion. La muestra digerida se sometié a destilacion. El destilador se
programé para que adicionara al contenido del tubo 60 mL de NaOH al 50%, con
un tiempo de destilacion de 6 minutos al 60% de potencia de vapor. El destilado
se recolectdé en un matraz Erlenmeyer con 50 mL de solucion indicadora.
Valoracion. El contenido del matraz de recoleccién se valoré con HCI 0.01 N

(previamente estandarizado) hasta el vire de verde esmeralda a café rojizo.

El porcentaje de proteina se calculé mediante la aplicacién de las Ecuaciones 5 y 6.
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(P—B)><N><meq><
m

100 (5)

%Nitrogeno =

%Proteina = %Nitrégeno X F (6)

Donde: P= Volumen de HCI gastado en la valoracién de la muestra (mL); B=
Volumen de HCI gastado en la valoracion del blanco (mL); N= Normalidad del HCI;
meq= miliequivalentes de nitrégeno (0.014); m= Peso humedo de la muestra (g); F=

Factor de conversion (6.25)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Analisis microbiologico

En general, las muestras que se analizaron en este estudio presentaron
contaminacion por mohos, ya que mostraron una alta incidencia de diversos
geéneros fungicos. A pesar de que algunos de los géneros fungicos identificados no
son productores de micotoxinas, se pone de manifiesto que las practicas agricolas
y de manufactura de las regiones analizadas, asi como el lugar de procedencia de
cada una de las muestras, no son adecuadas para un correcto mantenimiento del

alimento destinado a la alimentacién de ganado vacuno.
5.1.1 Alimento concentrado

En las muestras de concentrado provenientes del Valle del Mezquital (Tabla 6) se
determind la presencia de 29 géneros fungicos, de los cuales 24 no son productores
de micotoxinas. Sin embargo, su control es importante debido a que géneros como
Cladosporium, Trichoderma, Acremonium, Chrysosporium, Botrytis, Aurebasidium,
y Drechslera, a pesar de que no presentan patogenicidad o toxicidad, son
comunmente considerados como contaminantes saprofitos, es decir, provocan

deterioro de materia organica (Larone, 1987).

Por otro lado, en estas muestras se determiné una incidencia maxima de 33.33%
de mohos en los que no se observaron cuerpos fructiferos (Mycelia sterilia). El rango
de géneros fungicos no identificados fue de 2.91 a 73.92%, ya que a pesar de que
presentaron cuerpos fructiferos, no concordaban con los géneros descritos en los

manuales consultados.
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Tabla 6. Porcentaje de incidencia de géneros fungicos identificados en 13 muestras de alimento

concentrado, proveniente del Valle del Mezquital.

Concentrado (n=13)

. A % Incidencia
Género flingico

Minimo Maximo
Cladosporium 1.99 42.11
Candida 1.16 50.76
Mycelia sterilia 1.49 33.33
No identificado 2.91 73.92
Trichophyton 0.5 15.52
Nigrospora 0.76 6.87
Piedraia 1.32 517
Coccidioides 0.58 2.22
Trichoderma 5.47 8.33
Pseudallescheria 2.48 3.95
Chrysosporium 1.32 1.49
Madurella 1.49 5.15
Levaduriforme 11.84 32.34
Streptomyces 2.22 5.26
Aureobasidium 6.66 8.7
Acremonium 24.24
Botrytis 15.52
Rhizopus 13.33
Exophilia 8.33
Nocardia 8.33
Drechslera 7.42
Ascas sueltas y
ascosporas 5.26
Aspergillus
Blastomyces 2.22
Phialophora 2.22
Wagniella 217

Aunado a esto, se identificaron los 4 principales géneros fungicos productores de
micotoxinas: Aspergillus (30.47%), Penicillium (69.77%), Fusarium (48.28%) y
Alternaria (13.33%), siendo estos datos los porcentajes maximos de las muestras
donde se identificaron (Figuras 9A-D). La presencia de estos mohos toxigénicos es
indicativo de un riesgo potencial en cuanto a la produccion de toxinas, si las

condiciones son propicias para ello (Martinez & Anadon, 2012).
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Figura 9. Incidencia de los principales mohos toxigénicos en muestras de alimento concentrado
provenientes del Valle del Mezquital (CM). (A) Aspergillus, (B) Penicillium, (C) Fusarium, (D)

Alternaria.
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De acuerdo con lo que reporta la literatura, los géneros Fusarium y Alternaria son
considerados mohos de campo; mientras que los géneros Aspergillus y Penicillium
son tratados como mohos de almacenamiento. Es decir, que su crecimiento esta
influenciado por las condiciones (temperatura, humedad e higiene de los
almacenes) donde se lleva a cabo el almacenamiento del alimento que se destina
al consumo del ganado (Fleurat-Lessard, 2017). La principal diferencia entre los
mohos de campo y de almaceén, son los requerimientos de agua para que puedan
crecer. Los mohos de campo requieren humedades relativas de 90 a 100%, en
cambio los de almacén requieren humedades relativas de 65 a 90% (Santibafiez et
al., 2011). Por lo que el desarrollo de mohos como Penicillium y Aspergillus
observado en las muestras de concentrado principalmente, se puede atribuir a las
malas condiciones de almacenamiento, ya que su contenido de humedad era

elevado.

Por otro lado, en las muestras de alimentos concentrados provenientes del Valle de
Tulancingo, de las cepas aisladas se identificaron 12 géneros fungicos (Tabla 7). A
pesar de que Fusarium y Aspergillus so6lo se presentaron en una muestra, existe el

riesgo de presencia de micotoxinas.

Al comparar con muestras de la misma naturaleza, pero de diferente lugar de
procedencia, se observa que el género Penicillium, es el que presenta mayor
porcentaje de incidencia. De acuerdo con Hussein & Brasel (2001) los géneros mas
importantes para la produccion de micotoxinas y que afectan a los animales

domésticos son Aspergillus y Penicillium.
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Tabla 7. Porcentaje de incidencia de géneros fungicos identificados en 5 muestras de alimento

concentrado, proveniente del Valle de Tulancingo.

Concentrado (n=5)

. L % Incidencia
Género fungico

Minimo Maximo
Aspergillus 15.9
Fusarium 13.89
No identificado 3.70 22.22
Trichophyton 2.78 66.67
Mycelia sterilia 7.41 10.53
Piedraia 7.41 10.53
Cladosporium 5.56 43.2
Coccidioides 5.56 11.4
Acremonium 8.33
Nigrospora 4.5
Dreschlera 4.5

El género Penicillium se encontré en 4 de las 5 muestras que se evaluaron y
presentd un porcentaje de incidencia maxima de 55.56%; mientras que Alternaria
se encontro en 3 de las 5 muestras con una incidencia maxima de 25.93% (Figuras
10A-B).
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Figura 10. Incidencia de los principales mohos toxigénicos en muestras de alimento concentrado
provenientes del Valle de Tulancingo (CT). (A) Penicillium y (B) Alternaria.

Investigaciones reportan que en la elaboracion de algunos alimentos concentrados
comerciales se les adiciona acido férmico o propidnico, y que estos compuestos
pueden ayudar a reducir el riesgo de crecimiento de mohos y algunas bacterias. Sin
embargo, muchos de los ingredientes individuales, utilizados en la preparacion de
alimentos concentrados, son productos con un alto riesgo de contaminacién por

micotoxinas (Pettersson, 2004).

De acuerdo con Munoz y colaboradores (2015), los alimentos concentrados pueden
ser elaborados con diversas materias primas, como lo son vegetales, carnes y
cereales (maiz, sorgo y arroz); las cuales pueden estar contaminadas por esporas
de los mohos, especialmente cuando los granos de cereal son molidos, y provocar

la presencia de micotoxinas.
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5.1.2 Alimento de zacate de maiz

En cuanto a las muestras de zacate de maiz provenientes del Valle del Mezquital,
de las cepas aisladas se identificaron 18 diferentes géneros fungicos (Tabla 8),
incluyendo los 4 principales géneros productores de micotoxinas.

Tabla 8. Porcentaje de incidencia de géneros fungicos identificados en 10 muestras de alimento

zacate de maiz, proveniente del Valle del Mezquital.

Zacate de maiz (n=10)

. . % Incidencia
Género fungico

Minimo Maximo
Cladosporium 1.14 61.15
Mycelia sterilia 1.09 19.67
Trichophyton 0.82 67.21
No identificado 3.28 26.92
Candida 15.91 60
Levaduriforme 0.87 14.10
Nigrospora 0.64 1.28
Piedraia 51.25
Microsporum 7.65
Madurella 3.28
Exophilia 1.64
Nocardia 1.64
Ascas sueltas y
ascosporas de 0.82
Aspergillus
Actinomadura 0.55
Acremonium 0.55

Géneros como Cladosporium (moho de campo) se han encontrado en maiz con
altos contenidos de humedad, ademas de que tiene la capacidad de crecer aun a
temperaturas <0°C. Este género fungico no presenta patogenicidad, sin embargo,

es un moho deteriorador (Santibafiez et al., 2011). Es importante destacar que los
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zacates de maiz o rastrojo de cereales se recogen y se prensan en pacas después
de la cosecha (Pettersson, 2004), lo cual implica que, si el grano se encontraba
contaminado desde el inicio, el producto destinado a consumo animal estara

contaminado de igual forma.

Se ha reportado que en muestras de maiz la micoflora presente pertenece a
géneros como Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium, Cladosporium. Aunque
en granos almacenados Aspergillus y Penicillium fueron los dominantes (Sinha &
Sinha, 1992). Estos resultados concuerdan con los géneros fungicos encontrados
en las muestras de zacate de maiz, ya que los porcentajes de incidencia maxima
fueron 65.91% para Penicillium, 68.03% para Aspergillus, 26.23% para Fusarium
(Figuras 11A-C) y 61.15% para Cladosporium.

En cuanto al género Alternaria, el porcentaje de incidencia maxima fue de 3.41%
(Figura 11D); a pesar de que este valor es relativamente bajo en comparacion a los
demas géneros, no debe minimizarse su presencia, ya que es un moho productor
de micotoxinas, entre las que se encuentra alternariol, altenueno, alternariol
monometiléter, acido tenuazonico y altertoxinas; estas toxinas presentan actividad
mutagénica, genotdxica y citotoxica. Cabe destacar que estas no son todas las
toxinas producidas por Alternaria, sin embargo, son las mas comunes y mas

reportadas (Pavon et al., 2012).
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En cuanto a las muestras de zacate de maiz provenientes del Valle de Tulancingo,

de las cepas aisladas se identificaron sélo 5 géneros fungicos, de los cuales dos

son productores de micotoxinas (Tabla 9).

Tabla 9. Porcentaje de incidencia de géneros fungicos identificados en 2 muestras de alimento

zacate de maiz, proveniente del Valle de Tulancingo.

Zacate de maiz (n=2) ‘

Género fungico

% Incidencia

Minimo Maximo
Penicillium 2.96
Cladosporium 26.56 31.03
Trichophyton 27.09
Acremonium 1.97

En comparacion con las muestras de la misma naturaleza provenientes del Valle

del Mezquital, el género Penicillium fue el moho menos dominante, con un

porcentaje de incidencia de 2.96%; siendo Fusarium el que presentd un porcentaje

de incidencia maxima del 73.44% (Figura 12).
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Figura 12. Incidencia de Fusarium en muestras de alimento zacate de maiz provenientes del Valle
del Tulancingo (ZT).
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Los mohos toxigénicos identificados para el zacate de maiz también han sido
identificados en granos de diferentes maices provenientes del Norte de Tamulipas,
México (Fusarium 76.9% y Penicillium 11.6%) (Hernandez-Delgado et al., 2007),
aunque a diferencia de la presente investigacion, en ese estudio también se observd
incidencia del género Aspergillus. Si bien, el zacate y los granos de maiz son
diferentes matrices, se encontraron coincidencias en la micoflora presente en estos

dos sustratos.

Esto puede ser debido a las condiciones ambientales en las que se cultivo el maiz
del cual proviene y las condiciones de humedad durante el almacenamiento. Asi
mismo, la ausencia de especies descritas como toxigénicas en muestras de
alimentos, no significa que no se encuentren micotoxinas en las mismas, debido a
que las toxinas fungicas pueden persistir después de la muerte vegetativa del hongo
(Mufoz et al., 2015).

Existe una relacion entre los géneros fungicos identificados y la naturaleza de la
muestra. La falta de condiciones adecuadas para el almacenamiento del alimento
destinado a consumo animal es un factor de importancia para el desarrollo de
mohos y a su vez la produccion de micotoxinas. Aunado a esto, pueden existir otros
factores como la composicion quimica de la muestra, ya que los mohos pueden

encontrar los nutrientes necesarios para su 6ptimo crecimiento (seccion 5.3).

Si bien, los dos tipos de alimento analizados estaban contaminados por mohos, la
presencia de los 4 géneros micotoxigénicos puede depender de condiciones de
almacenamiento, condiciones de cosecha y poscosecha, asi como la elaboracién
adecuada de alimentos concentrados. En el caso de estos ultimos, por tratarse de
alimentos comerciales, se debe de garantizar que se encuentren por debajo de los

limites establecidos para mohos y micotoxinas.

En la Tabla 10 se muestran imagenes de los principales géneros micotoxigénicos
aislados de algunas de las muestras analizadas. Se observa la morfologia
macroscopica y microscopica tipica de cada género. Microscopicamente se destaca
la forma de “abanico” para el género Aspergillus, de “pincel” para Penicillium,

“platano” para Fusarium y “elipsoidal” para Alternaria.
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Tabla 10. Caracteristicas morfoldgicas macroscépicas y microscopicas de los principales géneros

fungicos productores de micotoxinas identificadas en las muestras analizadas.

Género Morfologia macroscépica* Morfologia microscoépica*

Aspergillus

Penicillium

Fusarium

Alternaria
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5.2 Analisis de aflatoxinas totales
5.2.1 Alimento para ganado

Se realiz6 una cuantificacion de aflatoxinas de las muestras de alimento analizadas.
En general, hubo presencia de contaminacién por aflatoxinas totales en ambos tipos

de alimentos (concentrados y zacate de maiz) de las dos regiones que se evaluaron.

Cabe destacar que en México no hay normativas tan extensas y especificas para
contaminantes como lo son las aflatoxinas, a diferencia de otros paises donde la

regulacion es mas estricta.

En cuanto a las 13 muestras de alimento concentrado proveniente del Valle del
Mezquital, se obtuvo un rango de concentracién de aflatoxinas totales de 1.28 a
17.53 pg kg™ (Figura 13). La NOM-188-SSA1-2002 establece un limite maximo de
aflatoxinas en cereales para consumo animal de 20 upg kg™, por lo que las
concentraciones encontradas estuvieron dentro de lo establecido en la normatividad

mexicana.
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Figura 13. Concentracion de aflatoxinas totales de las 13 muestras de alimento concentrado

proveniente del Valle del Mezquital (CM). Nivel de confianza (p=0.05).
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Las 10 muestras provenientes del Valle de Tulancingo presentaron un rango de
concentracion de aflatoxinas totales que va desde 2.12 a 18.44 ug kg™ (Figura 14).
Estos resultados se encuentran dentro de los limites establecidos por las

regulaciones mexicanas.
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Figura 14. Concentracion de aflatoxinas totales de las 5 muestras de alimento concentrado

proveniente del Valle de Tulancingo (CT). Nivel de confianza (p=0.05)

En un estudio realizado por Capelli (2014), se analizdé la concentracion de
aflatoxinas totales en diversos tipos de alimentos destinados al consumo de ganado
lechero; entre ellos se analizaron muestras de concentrados (preparacién a base de
afrechillo de arroz, cascarilla de soya, mezcla de maiz y pellet de soya). Las

concentraciones se presentaron en el rango de 2.17 a 10.4 ug kg™.

La diferencia entre los resultados obtenidos y los reportados se puede deber a la
formulacion de los concentrados que se utilizan en las regiones del Mezquital y
Tulancingo. Sin embargo, a pesar de que son alimentos comerciales, no se tiene

informacion sobre los ingredientes que los componen.
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Si se compara con los porcentajes de incidencia del género Aspergillus obtenidos
en el analisis microbioldgico; se tiene que en el Valle del Mezquital el porcentaje de
incidencia maxima del género Aspergillus es de 30.47%, mientras que la
concentracion maxima de aflatoxinas totales es de 17.53 ug kg'. En cuanto al Valle
de Tulancingo el porcentaje de incidencia maxima de este género fue de 15.9% vy la
concentracion maxima de aflatoxinas fue de 18.44 ug kg'. Esto indica que hay una
relacion directa entre crecimiento fungico y produccion de aflatoxinas. Cabe
destacar que esto no es una regla general, ya que puede haber presencia de

aflatoxinas aun cuando no se detecten mohos en las muestras (Munoz et al., 2015).

En las 10 muestras de zacate de maiz provenientes del Valle del Mezquital se
determind un rango de concentracion de aflatoxinas totales de 1.56 a 22.61 ug kg’
(Figura 15). Considerando lo que establece la normatividad mexicana (NOM-188-
SSA1-2002), el resultado promedio obtenido de la muestra ZM4 es superior a los

limites permisibles que establece la norma.
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Figura 15. Concentracion de aflatoxinas totales de las 10 muestras de alimento zacate de maiz,

provenientes del Valle del Mezquital (ZM). Nivel de confianza (p=0.05).
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El contenido de aflatoxinas totales obtenidos en las muestras de esta investigacion,
se relaciona, en algunos casos, al porcentaje de incidencia maxima del género

Aspergillus.

En un estudio realizado por Lutfullah & Hussain (2012) se cuantificaron aflatoxinas
en 6 muestras de grano de maiz, de las cuales 3 presentaron rangos de 13 a 18.5
ug kg, mientras que las otras 3 muestras presentaron contenidos entre 3-8.5 ug
kg™'. A partir de esto, se observo que los datos obtenidos en este trabajo son muy

cercanos a los reportados.

Adicionalmente, en las 2 muestras de zacate de maiz provenientes del Valle de
Tulancingo se cuantificaron concentraciones de aflatoxinas entre 5.61 y 21.35 ug
kg™ (Figura 16). Sin embargo, en el analisis microbioldgico, no hubo presencia
aparente del género Aspergillus, por lo que se infiere que en alguna etapa de
produccion de estas muestras presentaron contaminacién con algun género fungico
micotoxigénico y que las condiciones fueron apropiadas para la formacion de

toxinas.
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Figura 16. Concentracion de aflatoxinas totales de las 2 muestras de alimento zacate de maiz,
provenientes del Valle de Tulancingo (ZT). Nivel de confianza (p=0.05).
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Los valores obtenidos para las muestras analizadas en este estudio son muy
similares a los reportados por Reyes y colaboradores (2009), quienes determinaron
concentraciones de aflatoxinas totales en alimento destinado a consumo animal de
8 municipios de Jalisco, México; los rangos encontrados fueron de 5.99 a 22.04 ug
kg'; ademas, de las 40 muestras analizadas, solo 3 de ellas sobrepasaron los

niveles superiores permitidos por la legislacion mexicana.

Existen diversos métodos para la prevencion de la formacién de micotoxinas. El
grado de contaminacién por mohos y la produccién de aflatoxinas van a depender
de las condiciones de cultivo: la cosecha previa, el cultivo del suelo, la variedad del
cereal, el tiempo de siembra, las condiciones climaticas, el uso de fungicidas, el
tiempo de cosecha y las condiciones de almacenamiento son factores agricolas que
pueden controlarse y ajustarse para evitar el crecimiento de mohos toxigénicos, que
a su vez, producen micotoxinas (Pettersson, 2004). Sin embargo, a través de los
afos, ha sido dificil implementar condiciones que eviten el crecimiento de mohos en

su totalidad.

De forma general, las concentraciones de aflatoxinas totales de los alimentos para
ganado (concentrados y zacates de maiz) son elevadas y en algunos casos
sobrepasan limites establecidos por la normatividad mexicana. Paises como
Filipinas, El Salvador, Estados Unidos, Israel y Japon, establecen los mismos limites
permisibles (20 ug kg') para aflatoxinas en alimentos destinados para consumo
animal (FAO, 2003). Tomando en cuenta este limite, las muestras que lo
sobrepasan son las de zacate de maiz, el 10% para las que provienen del Valle del

Mezquital y el 50% para las del Valle de Tulancingo.

La Comunidad Europea es mas estricta en el marco normativo, ya que establece
como limite maximo permisible 4 ug kg’ de aflatoxinas totales (CONTAM, 2007);
por lo que, considerando esta normativa, tanto el alimento concentrado como el
zacate de maiz presentan contenidos superiores al maximo permisible. Los
porcentajes de muestras contaminadas fueron: 31 % para concentrados del Valle
del Mezquital, 80% para concentrados del Valle de Tulancingo, 20% para zacate de

maiz del Valle del Mezquital y 100% para el zacate de maiz del Valle de Tulancingo.
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De forma general, las muestras analizadas se encontraron dentro de los limites
establecidos en el marco normativo de México; sin embargo, el riesgo no depende
100% de la concentracion de aflatoxinas; ya que estas toxinas son bioacumulativas
y una exposicioén prolongada puede crear efectos nocivos en los animales como:
reduccion en la productividad animal, aumento del numero de enfermedades, por el

caracter inmunosupresor de las toxinas y dafo a los 6rganos vitales (Garcia, 2016).
5.2.2 Leche

Aunado a la cuantificacion de aflatoxinas totales en alimento para ganado
(concentrado y zacate de maiz); se determinaron aflatoxinas totales en 10 muestras

de leche provenientes del Valle del Mezquital y 4 del Valle de Tulancingo.

En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion de
aflatoxinas totales, presentando una concentracién minima de 6 yg L-'y una maxima
de 25 ug L.

En México existen 2 normas que regulan el contenido maximo permitido de
aflatoxina M1, para leche pasteurizada de vaca (NOM-091-SSA1-1994) y para
leche, formula lactea, producto lacteo combinado y derivados lacteos (NOM 243-
SSA1-2010), las cuales establecen concentraciones maximas de 0.05 ug L'y 0.5
ug L', respectivamente. Por lo que, las concentraciones obtenidas en esta
investigacion fueron elevadas y sobrepasan los limites permitidos en ambas

normas.
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Figura 17. Concentracion de aflatoxinas totales de 10 muestras de leche, provenientes del Valle
del Mezquital (LM). Nivel de confianza (p=0.05).

La alta concentracion de aflatoxinas presentes en las muestras de leche
provenientes del Valle del Mezquital, pueden deberse a las malas practicas de
manufactura durante la produccion de los piensos para ganado. Aunado a lo
anterior, cabe mencionar que las condiciones climaticas de la propia zona
geografica donde esta ubicada dicha comunidad son aptas para el crecimiento de
hongos micotoxigénicos productores de toxinas como Aspergillus flavus, el principal
productor de la aflatoxina B1.

Un estudio realizado por Rodriguez y colaboradores (2003), en cuencas lecheras
ubicadas en la provincia de Ledn, Espafa, reportd concentraciones de aflatoxinas
entre 0.0205 ug L' y 0.005 ug L, por lo que las concentraciones de aflatoxina M1
detectadas en las muestras fueron mas bajas que los limites maximos establecidos
por la Unién Europea, es decir, 0.05 mg L referente a la normatividad de su pais
(Reglamento 98/1525/CE). La diferencia entre los resultados obtenidos en el
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presente estudio y el estudio mencionado muy probablemente se debe a que las
condiciones climaticas y de almacenamiento de los piensos son distintas para
ambos casos, cabe mencionar que los parametros de calidad en Espafia son mas

rigurosos, y a su vez existe un mayor control para este tipo de toxinas.

Las concentraciones de aflatoxinas totales de las 4 muestras de leche provenientes
del Valle de Tulancingo se presentan en la Figura 18, en la que el 50% de las
muestras analizadas sobrepasan las concentraciones limites permisibles en leche
que establece la normatividad mexicana; siendo las muestras LT1 y LT2, con

concentraciones de 21.9 ug L'y 24.2 ug L', respectivamente.
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Figura 18. Concentracion de aflatoxinas totales de 4 muestras de leche, provenientes del Valle de
Tulancingo (LT). Nivel de confianza (p=0.05).

En una investigacion realizada por Gizachew et al. (2016), se analizaron 100
muestras de leche cruda proveniente de Addis Ababa, Etiopia, en todas se observé
presencia de aflatoxina M1, donde la mas contaminada mostraba una concentracién
de 4.98 ug L' y la menos de 0.028 ug L. Estos datos, discrepan con los obtenidos
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en esta investigacion, ya que las muestras resultaron muy contaminadas y en

algunos casos sobrepasan los limites establecidos.

Las condiciones climaticas del lugar donde se obtuvieron las muestras de leche para
este estudio, pudieron haber influido en la produccion de aflatoxinas presentes en
el alimento para ganado y que a su vez se metabolizaron al ser consumidas por los
animales, ya que el Valle de Tulancingo y el Valle del Mezquital presentan climas

secos y templados subhumedos (INEGI, 2018).

Dichas temperaturas pueden ser un parametro importante asociado a la presencia
de aflatoxinas de acuerdo a Pefia-Rodas (2018) quien considera que la incidencia
en la contaminacién fungica del alimento destinado a la alimentacién de vacas
lecheras y en los contenidos de aflatoxina M1 en leche podrian estar relacionados
con la sequia y periodos calidos de donde fueron obtenidas sus muestras de

estudio.

Por otro lado, de acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, la
concentracion de aflatoxinas presentes en el alimento destinado a consumo animal
no fue muy superior a lo que establece la normatividad mexicana, a diferencia de la
concentracion de aflatoxinas encontradas en las muestras de leche analizadas. Esto
puede atribuirse a que el zacate de maiz y los alimentos concentrados, pueden no
haber sido la unica fuente de alimentacion. Otros sustratos, como granos o diversos
tipos de piensos, pueden haber contribuido a obtener concentraciones elevadas de

aflatoxinas en leche.

Como se explicd con anterioridad, si el ganado esta expuesto constantemente al
consumo de aflatoxinas, estas se bioacumulan y son secretadas, tanto en leche

como en tejidos (Garcia, 2016).

Todas las muestras de leche analizadas presentaron contaminacién por aflatoxinas
totales, ademas, sobrepasan los limites establecidos por las normas mexicanas. Por
ello, es importante considerar los riesgos sobre consumo de leche y derivados
contaminados por aflatoxinas, puesto que la ingesta de dichas toxinas causan dafios
a la salud humana (Guzman-de-Pefia & Pefia-Cabriales, 2005).
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5.3 Analisis proximal

Una vez realizados los analisis microbioldgicos y de cuantificacién de aflatoxinas,
se llevo a cabo un analisis proximal, para determinar si la composicién quimica de
los alimentos destinados a consumo animal (concentrados y zacates) pudo haber

influido en el crecimiento de mohos productores de aflatoxinas.

Los resultados obtenidos de la composicidn quimica de los alimentos para ganado

(concentrados y zacates) se muestran en la Tabla 11.

De acuerdo con un estudio realizado por Balocchi, Pulido & Fernandez (2002) se
realizé un analisis proximal a un alimento concentrado donde se obtuvieron
porcentajes de humedad, extracto etéreo, cenizas, fibra cruda y proteina de 11.4,
3.50, 6.07, 8.12 y 14.3% respectivamente. Los datos reportados en ese estudio son
muy similares a los obtenidos de las muestras provenientes del Valle del Mezquital
y Valle de Tulancingo. Los datos pueden variar dependiendo de las materias primas

con las que el alimento concentrado se elaboré.

Tabla 11. Porcentajes minimos y maximos de la composicién quimica de las muestras de alimento

para ganado (concentrado y zacate de maiz).

Concentrado Zacate de maiz

Parametro
% Min.tSD % Max.zSD % Min.£SD % Max.tSD
Humedad 6.98+0.21 11.89+0.29 3.74+0.19 25.53+0.05

Extracto etéreo 1.05+0.05 4.39+0.07 0.39+0.04 2.02+0.13

Ceniza 3.47+0.16 13.83+1.39 6.48+0.26 12.01+0.25
Fibra cruda 3.25+0.36 24.96+6.12 18.54+0.40 51.06+2.40
Proteina 5.42+0.23 19.89+1.63 1.97+0.14 12.30+1.42

*SD= Desviacion estandar.

Por otro lado, Herrera y colaboradores (2015) determinaron la composicidén quimica
de un alimento de zacate de maiz, donde se obtuvieron porcentajes de humedad,
extracto etéreo, cenizas, fibra cruda y proteina de 9.79, 1.53, 6.87, 57.26 y 4.05%,
respectivamente. A pesar de que se desconocen las condiciones y cuidados que se

le tuvo al cultivo del maiz, puede ser un factor que influya en su composicion
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quimica. Al igual que en las muestras de concentrado, se puede considerar que no
hay diferencia entre los resultados obtenidos y reportados, a excepcion del
parametro de humedad, el cual presenta un porcentaje elevado (25%), lo que puede
ser un factor determinante para favorecer el crecimiento de mohos toxigénicos
productores de aflatoxinas. La variacién entre resultados puede deberse a que la

composicidn de cada alimento sea diferente en cada pais.

5.4 Relacion entre la composicion quimica del alimento para ganado y la

incidencia de mohos aflatoxigénicos

A partir de la composicion quimica de los alimentos para ganado (concentrado y
zacate de maiz) se puede saber si estos poseen los nutrimentos necesarios para
que mohos aflatoxigénicos se desarrollen 6ptimamente y haya mas probabilidad de
que produzcan aflatoxinas, si se conjunta con otros factores necesarios para ellos

(temperatura y humedad relativa).

Es importante mencionar que la humedad y la actividad de agua (Aw) del alimento
son algunos de los factores mas importantes en el crecimiento de mohos. A partir
de Awde 0.70 a 0.85, existe crecimiento de mohos, sin embargo, la produccion de
aflatoxinas es nula o muy baja con Aw inferiores a 0.85. Adicionalmente, con
porcentajes de humedad relativa de 13 a 16% existe proliferacion fungica (Gimeno,
2002).

Las muestras a evaluar en este estudio presentaron un porcentaje de humedad
maximo optimo para el desarrollo de mohos toxigénicos (concentrados 11.89% vy
zacates de maiz 25.53%). Debido a que las muestras se mantuvieron en
ultracongelacion, no fue posible determinar la Aw, ya que es un parametro que se ve

afectado por la temperatura (Petzold & Aguilera, 2009).

Los nutrientes minerales estan relacionados con el crecimientos de mohos y
produccion de micotoxinas, ya que requieren minerales como zinc, hierro y cobre.
La falta de alguno de éstos, da como resultado un pobre crecimiento fungico. En el
caso de las aflatoxinas, son necesarios sustratos ricos en zinc y aminoacidos (como
la prolina) para que el género Aspergillus flavus metabolice las aflatoxinas (Gimeno,
2002).
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Si bien, no se realizé un estudio para determinar qué elementos minerales se
encontraban en los alimentos para ganado (concentrados y zacates de maiz), se
obtuvieron porcentajes elevados de ceniza (13.83 y 12.01% respectivamente),
donde existe la probabilidad de que dichos elementos se encuentren presentes; ya
que tanto la incidencia del moho Aspergillus y la produccién de aflatoxina fue

evidente, aunque se requieren de una combinacién de factores no solo minerales.

La presencia de mohos toxigénicos y la produccién de aflatoxinas esta relacionada
por varios parametros como: las condiciones de almacenamiento, composicion
quimica, naturaleza y origen de la muestra. Las malas practicas de manufactura de
la muestra son factores que pueden corregirse para disminuir la contaminacién por
aflatoxinas y a su vez, cumplan con los limites establecidos por la normatividad

mexicana.
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6. CONCLUSIONES

Las muestras de alimento para ganado analizadas presentaron altos niveles de

contaminacion fungica, provocando un riesgo para la salud humana y animal.

Las condiciones ambientales de las zonas estudiadas, asi como las practicas
agricolas y de manufactura del alimento para ganado estudiado, son propicias para

el crecimiento de mohos y para la formacion de micotoxinas en estas matrices.

La leche se ve afectada por la calidad del alimento destinado al ganado, ya que

presentd contaminacién por aflatoxinas, relacionada con la micoflora presente.

Los concentrados y zacates de maiz utilizados como alimento para ganado de las
cuencas estudiadas mostraron caracteristicas quimicas adecuadas para el
crecimiento de mohos potencialmente toxigénicos, por lo que el manejo apropiado
durante su produccion y almacenamiento es indispensable para minimizar la

presencia de estos microorganismos.

El consumo de las muestras analizadas representa un riesgo para humanos y
animales, puesto que una exposicion prolongada a estas toxinas propicia la

aparicion de diversos padecimientos y disminuye la productividad animal.
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