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RESUMEN

La aflatoxina M1 (AFM1) es una micotoxina de relevancia en salud publica debido a
su presencia en la leche y los productos lacteos, a su relativa estabilidad frente a tratamientos
convencionales y a su potencial impacto adverso en la salud humana. En este marco, el
presente proyecto tuvo como proposito evaluar la presencia de AFM1 en leche comercial de
vaca, estimar el riesgo asociado a su consumo y analizar el efecto de la termoultrasonicacion
(TUS) sobre esta toxina, considerando tanto sus modificaciones estructurales como su
respuesta bioldgica posterior. En una primera fase, se determin6 el contenido de AFM1 en
muestras de leche comercial mediante cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion
por fluorescencia (HPLC-FLD). A partir de estos datos, se calcularon la exposicion dietética
y el indice de riesgo carcinogénico en diferentes grupos poblacionales mediante la simulacion
de Monte Carlo, con el fin de evaluar la relevancia toxicologica del consumo de leche
contaminada. Posteriormente, se aplico TUS a sistemas modelo con AFM1 en distintas
combinaciones de tiempo y amplitud, utilizando un disefio experimental central compuesto
(DECC). Los cambios provocados por el tratamiento se analizaron mediante espectroscopia
ultravioleta (UV), fluorescencia, espectroscopia en el infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR) y espectrometria de masas, con la finalidad de identificar modificaciones
estructurales asociadas al tratamiento. Finalmente, se estudio el efecto biologico de la AFM 1
tratada con TUS sobre la viabilidad de las células C2BBel, empleadas como modelo de
epitelio intestinal. Los resultados confirmaron la presencia de AFM1 en leche comercial y
evidenciaron un riesgo potencial cuya magnitud varid entre los grupos poblacionales. En los
sistemas modelo, la TUS indujo cambios en la respuesta espectroscopica y en el perfil de
masas de la AFMI, lo que sugiere transformaciones estructurales dependientes de las
condiciones del tratamiento. De manera complementaria, la respuesta biologica observada
en células C2BBel mostrd un comportamiento no lineal, determinado por la combinacion
especifica de tiempo y amplitud aplicados. Ademas, la respuesta biologica en células
C2BBel mostré un comportamiento no lineal, influido por la combinacidén especifica de
tiempo y amplitud. En conjunto, los hallazgos aportan evidencia analitica, toxicoldgica y
mecénica que fortalece la comprension del comportamiento de la AFM1 y sustenta futuras

estrategias para su evaluacion, transformacion y gestion del riesgo en sistemas alimentarios.
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ABSTRACT

Aflatoxin M1 (AFM1) is a mycotoxin of public health concern because of its presence
in milk and dairy products, its relative resistance to conventional treatments, and its potential
adverse effects on human health. In this context, the present project aimed to assess the
presence of AFM1 in commercial cow’s milk, estimate the risk associated with its
consumption, and analyze the effect of termoultrasonication (TUS) on this toxin, considering
both structural modifications and the subsequent biological response. In the first phase, the
content of AFMI1 in commercial milk samples was determined by high-resolution liquid
chromatography with fluorescence detection (HPLC-FLD). Based on these data, dietary
exposure and carcinogenic risk indices were calculated for different population groups using
Monte Carlo simulation to assess the toxicological significance of contaminated milk
consumption. Subsequently, TUS was applied to model systems containing AFM1 at
different combinations of time and amplitude, using a compound central experimental design
(DECC). Treatment-induced changes were analyzed using ultraviolet (UV) spectroscopy,
fluorescence, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), and mass spectrometry to
identify structural modifications associated with the treatment. Finally, the biological effect
of AFM1 treated with TUS on the viability of C2BBel cells, used as an intestinal epithelium
model, was studied. The results confirmed the presence of AFM1 in commercial milk and
showed a potential risk whose magnitude varied among population groups. In modelling
systems, TUS induced changes in the spectroscopic response and mass profile of AFMI,
suggesting structural transformations that depend on treatment conditions. Conversely, the
biological response observed in C2BBel cells exhibited nonlinear behavior, determined by
the specific combination of time and amplitude applied. Taken together, the findings provide
analytical, toxicological, and mechanical evidence that strengthens the understanding of
AFM1 behavior and supports future strategies for its assessment, transformation, and risk

management in food systems.
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Capitulo 1: Antecedentes del problema de investigacion
1.1 Laleche de vaca como alimento de relevancia nutricional y sanitaria

La leche de vaca constituye uno de los alimentos de mayor consumo a nivel mundial,
aporta proteinas de alta calidad, lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales esenciales, por
lo que contribuye de manera importante a cubrir los principales requerimientos nutricionales
de calcio, proteinas y micronutrientes en distintos grupos de edad (Alais, 2022; FAO, 2023).
Los seres humanos son la tinica especie que consume leche de otros mamiferos, y en diversos
contextos culturales y alimentarios, este habito puede mantenerse hasta la edad adulta

(Weaver et al., 2013).

No obstante, la relevancia nutricional de la leche contrasta con su susceptibilidad a la
contaminacion por microorganismos patdégenos y compuestos toxicos, entre ellos las
micotoxinas. En este contexto, la presencia de aflatoxina M1 (AFM1) puede convertirla en
un vehiculo potencial de exposicion cronica para la poblacion especialmente en escenarios

de contaminacion persistente o de control insuficiente (Dubey et al., 2022; Hsu et al., 2024)
1.2 Aflatoxina M1: formacion, transferencia a la leche y relevancia toxicolégica

La AFMI es un metabolito hidroxilado de la aflatoxina B1 (AFB1); y se forma en el
higado de los animales por medio de la accion del sistema enzimatico del citocromo P450
para posteriormente ser excretado en la leche, la orina y otros fluidos biologicos de rumiantes
(IARC, 2022; Klingelhofer et al., 2018). Debido a este proceso de biotransformacion y
excrecion, la contaminacién del alimento destinado al ganado conntituye una de las

principales rutas de entrada al sistema de produccion lactea.

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) clasifica las
aflatoxinas (B1, B2, G1, G2, M1, M2) como carcinégenos del Grupo 1 en humanos, con una
evidencia solida que respalda su asociacion con el carcinoma hepatocelular y otros efectos
adversos para la salud (IARC, 2022). Diversos estudios han documentado que la exposicion
a AFMI1 se asocia con dafio en tejidos y sistemas especificos; por ejemplo, se ha relacionado
con alteraciones en la integridad de la barrera intestinal y en la arquitectura epitelial del
intestino, la desregulacion transcriptomica asociada a la inmunosupresion intestinal y los
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efectos genotdxicos compatibles con dafio hepatico en modelos experimentales (Gao et al.,
2021, 2023; Gii¢ et al., 2022).Esta evidencia sustenta la relevancia de la AFM1 como
problema de salud publica, especialmente en poblaciones con alta ingesta de leche y

derivados.
1.3 Regulacion, ocurrencia y exposicion a AFM1 en leche

Los organismos internacionales han establecido limites maximos permisibles para la
AFMI en la leche liquida debido a su relevancia para la inocuidad alimentaria y la salud
publica. La Comision Europea establece un limite de 0.05 pg/L para la leche cruda, la tratada
térmicamente y la destinada a la elaboracién de productos lacteos. En cambio, el Codex
Alimentarius y la norma mexicana, a través de la NOM-243-SSA1-2010, establecen un
maximo de 0.5 pg/L (EC, 2001; FAO, 1995; Secretaria de Salud, 2010). Estas diferencias
regulatorias reflejan enfoques distintos en la gestion del riesgo y refuerzan la necesidad de

una vigilancia continua de los productos lacteos de amplio consumo.

A pesar de la existencia de estos limites, diversos estudios realizados en distintos paises
han documentado frecuencias elevadas de deteccion y concentraciones de AFM1 que superan
los valores permitidos (Armorini et al., 2016; Gutiérrez et al., 2013; Mozafari et al., 2017,
Nishimwe et al., 2022; Poapolathep et al., 2024; Tosun et al., 2013; Yang et al., 2025). En
México, la evidencia disponible también ha mostrado concentraciones variables de AFM1
en leche cruda, pasteurizada y tratada por ultra alta temperatura (UHT) con reportes que, en
algunos casos, exceden tanto la normativa nacional como los valores de referencia
internacionales (AlvareZ—Dias et al., 2022; Carvajal et al., 2003; Hernandez-Falcon et al.,
2018; Monter-Arciniega et al., 2025; Patricia et al., 2012; Pérez et al., 2008; Quevedo-Garza
et al., 2020). En conjunto, estos hallazgos sustentan la preocupacidén por una exposicion
dietética cronica en la poblacion consumidora, especialmente en grupos con alta ingesta de

leche y derivados.
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1.4 Limitaciones de los tratamientos convencionales y necesidad de alternativas

tecnologicas

Ante este panorama, resulta esencial reforzar las estrategias de prevencion y control a
lo largo de la cadena productiva, en particular durante el manejo y almacenamiento del
alimento destinado al ganado lechero, ya que esta etapa constituye una de las principales
rutas de entrada de aflatoxinas al sistema de produccion lactea. Sin embargo, una vez que la
AFMI1 alcanza el producto final, las alternativas de mitigacién son limitadas. Aunque la
pasteurizacion y el tratamiento UHT aseguran la inocuidad microbiologica de la leche, su
capacidad para reducir esta micotoxina esta limitada por su elevada estabilidad térmica

(Prado Rodriguez, 2018).

Esta limitacion ha impulsado el interés de tecnologias, algunas alternativas para
mejorar la inocuidad de la leche, sin comprometer su calidad nutricional y sensorial. Entre
ellas, la termoultrasonicacion, el termoultrasonido o la termosonicacion (TUS), que combina
ultrasonido de alta potencia con temperatura moderada (<50 °C) ha demostrado resultados
prometedores en la inactivacion de microorganismos y enzimas asociadas al deterioro del
producto. Ademads, en comparacién con los tratamientos térmicos convencionales, esta
tecnologia puede preservar en mayor medida los atributos fisicoquimicos y nutrimentales de
la leche, aunque su efecto sobre compuestos sensibles depende de las condiciones de
procesamiento, en particular de la intensidad y la duracion del tratamiento (Bermudez-

Aguirre et al., 2008, 2011; Liu et al., 2022).
1.5 Fundamento de la termoultrasonicacion y su posible efecto sobre aflatoxinas

El mecanismo principal de la TUS se basa en la cavitacion acustica, donde la
formacion, el crecimiento y el colapso violento de microburbujas generan microambientes
con gradientes extremos de temperatura y presion, microchorros y especies reactivas de
oxigeno (ROS), particularmente radicales hidroxilo, con potencial de dafiar estructuras
celulares e impulsar transformaciones quimicas de moléculas susceptibles (Asaithambi et al.,

2022; Bariya et al., 2023; Crudo et al., 2014; Shen et al., 2017).
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En el caso de las aflatoxinas, estudios recientes sugieren que el ultrasonido de alta
potencia y la TUS podrian inducir la apertura de anillos, la ruptura de dobles enlaces
conjugados y otras transformaciones estructurales (Basso et al., 2023; Jang et al., 2025; Liu
et al., 2019). Sin embargo, la evidencia disponible sobre los efectos de la TUS
especificamente sobre AFMI1, sus posibles productos de transformacion y su impacto
toxicoldgico residual continia siendo limitada. Esta brecha de conocimiento justifica el
desarrollo de investigaciones integrales que aborden tanto la cuantificacion de la micotoxina

como los cambios estructurales y bioldgicos asociados a su potencial toxico
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1.6 Justificacion

La leche de vaca forma parte habitual de la alimentacion en practicamente todas las
etapas de la vida y en distintos estratos socioecondmicos, por lo que una calidad higiénico-
sanitaria deficiente puede traducirse en cambios relevantes en la exposicion de la poblacion
a contaminantes microbioldgicos y quimicos. En México, el nivel de contaminacion por
AFMI1 constituye un problema de interés sanitario y regulatorio. Diversos estudios han
documentado su presencia en leche cruda, pasteurizada, UHT y organica, con proporciones
que, en algunos casos, exceden los limites permisibles establecidos por la normativa nacional
e internacional. Este escenario resulta especialmente preocupante en regiones con alta
produccion lechera y en sistemas de explotacion intensivos, donde las condiciones de

alimentacion y almacenamiento pueden favorecer la contaminacion.

La relevancia de esta problematica trasciende la mera deteccion del contaminante. La
exposicion cronica a AFMI1 se ha asociado con efectos adversos como hepatotoxicidad,
potencial hepatocarcinogénico, alteraciones de la integridad de la barrera intestinal y posibles
efectos inmunotoxicos. Ademds, su importancia sanitaria aumenta en poblaciones con
consumo frecuente de leche y en grupos con mayor vulnerabilidad nutricional, como
lactantes, nifios y adolescentes. En consecuencia, el estudio de AFMI en leche no solo
responde a un interés analitico, sino también a la necesidad de comprender su posible impacto

en la salud publica.

Aunque se han promovido estrategias preventivas basadas en buenas practicas de
produccion, almacenamiento y manufactura, una vez que la AFMI alcanza la leche, las
opciones de mitigacion son limitadas. En este contexto, la TUS ha surgido como una
alternativa tecnoldgica de interés para modificar el comportamiento de esta micotoxina. Sin
embargo, la mayoria de los estudios disponibles se han concentrado en cuantificar su
reduccion aparente y en evaluar parametros generales de calidad de la leche después del
tratamiento, sin profundizar en la caracterizacion estructural de los productos de

transformacion ni en su posible impacto toxicologico residual.

La evaluacion de la eficacia y la seguridad de la TUS como alternativa tecnologica

requiere ir mas alla de la mera cuantificacion de la AFM1. Es imprescindible comprender el
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comportamiento de la micotoxina durante la digestion gastrointestinal, ya que se ha reportado
su interaccion y enlaces a proteinas lacteas lo que podria afectar la cantidad de AFMI
biodisponible. Los modelos estaticos de digestion in vitro ofrecen un marco estandarizado
para simular las fases gastrica e intestinal para analizar la liberacion de compuestos
bioactivos o toxicos a partir de la matriz alimentaria. Asimismo, el uso de lineas celulares
que modelan la barrera epitelial permite evaluar la citotoxicidad y las alteraciones en la
integridad de la barrera intestinal inducidas por AFM1 y los productos formados durante el

tratamiento de la TUS.

La presente investigacion se justifica por integrar, en un Unico proyecto, la
cuantificacion de AFM1 en leche comercial mexicana, la estimacion del riesgo carcinogénico
asociado a su consumo, la evaluacion del comportamiento de la micotoxina durante la
digestion in vitro, la aplicacion de la TUS como estrategia de modificacion del potencial
toxico y el andlisis de los cambios moleculares, asi como los efectos residuales en lineas
celulares intestinales. Esta aproximacion multietapa permite no solo dimensionar la
problematica nacional de la contaminacion por AFMI1 en la leche, sino también generar
evidencia sobre la factibilidad tecnologica y la seguridad toxicolégica de la TUS, como
alternativa a los procesos térmicos convencionales para modificar el riesgo asociado a esta

micotoxina en la poblacion.
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1.7 Objetivos
1.7.1 Objetivo general

Evaluar, mediante técnicas analiticas, espectroscopicas y modelos in vitro, los cambios
estructurales y el potencial toxicologico de la AFM1 sometida a tratamiento de la TUS, con

el fin de contribuir a disminuir el riesgo asociado a su consumo en la poblacién humana.
1.7.2 Objetivos especificos

1. Analizar la presencia y la concentracion de AFM1 en leche de vaca de marcas
comerciales distribuidas a nivel nacional mediante cromatografia liquida de alta
resolucion con detector de fluorescencia (HPLC-FLD).

2. Estimar la exposicion dietética cronica a la AFM1 en la poblacion consumidora
mediante simulacion de Monte Carlo y calcular el indice de riesgo carcinogénico en
distintos grupos etarios.

3. Evaluar el efecto de las condiciones de la digestion gastrointestinal in vitro sobre la
AFM1 presente en leche de vaca comercial.

4. Caracterizar el perfil cromatografico por HPLC-FLD de la AFM1 antes y después de
la aplicacion de la TUS mediante un disefio experimental central compuesto (DECC).

5. Evaluar con diferentes técnicas espectroscopicas (fluorescencia, ultravioleta e
infrarrojo) y espectrometria de masas el efecto de la TUS sobre el AFM1 a diferentes
condiciones de amplitud y tiempo.

6. Evaluar el efecto de la TUS en la AFM1 por medio de un DECC sobre la viabilidad

de lineas celulares C2BBel.
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1.8 Diagrama metodolégico

El disefio metodologico del proyecto se estructurd en tres etapas articuladas entre si,
que se resumen en la Figura 1. En la Etapa 1 se trabajo con leche de vaca de marcas
comerciales distribuidas a nivel nacional, a las cuales se les cuantifico el contenido de AFM1
mediante HPLC-FLD. Con esta informacion fue posible estimar la exposicion dietética y el
indice de riesgo carcinogénico para la poblacion consumidora. Por otra parte, se realizé una
evaluacion en un modelo de digestion in vitro, para el andlisis de los cambios de AFM1

durante la digestion.

En la Etapa 2, se desarroll6 un DECC con AFM1 pura, con el propdsito de aplicar
tratamientos de TUS bajo condiciones controladas y evaluar la capacidad de esta tecnologia
para modificar la micotoxina. En esta fase, se utilizaron soluciones de AFMI1 y se
caracterizaron los cambios inducidos mediante técnicas espectroscopicas. El uso de AFM1
pura permitid aislar el efecto de la TUS sobre la molécula y describir con mayor precision
las posibles modificaciones estructurales sin la interferencia del resto de los componentes de

la leche.

En la Etapa 3, también se utilizo6 AFM1 pura para analizar el efecto de la micotoxina y
de sus productos de transformacion en la viabilidad de las células epiteliales intestinales
humanas C2BBel, empleadas como modelo de barrera intestinal. Esta etapa corresponde al
objetivo especifico 6 y pone en evidencia el efecto de las transformaciones inducidas por la

TUS sobre la AFM1 en la viabilidad de las células.
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La investigacion progresa desde la caracterizaciéon de un problema real en leche
comercial, continua hacia un sistema de modelo de digestion, y culmina con la evaluacion de
los cambios estructurales por la TUS, asi como el andlisis toxicoldgico de las moléculas
modificadas en un modelo in vitro de lineas celulares C2BBel. Esta secuencia permite
establecer una relacion directa entre la magnitud de la exposicion poblacional de las leches
analizadas, la factibilidad tecnoldgica de la intervencion propuesta y su impacto bioldgico

residual, fortaleciendo asi la relevancia cientifica y aplicada del proyecto.
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Capitulo 2: La termoultrasonicacion como tecnologia emergente para la leche de vaca:

Una revision de su impacto sobre la inocuidad y la calidad fisicoquimica
2.1 Resumen

Este capitulo presenta un articulo de revision enfocado en la TUS como tecnologia de
procesamiento aplicada a la leche de vaca. El objetivo de este articulo fue analizar
criticamente la evidencia disponible sobre el efecto de la TUS en la inocuidad microbiologica
y la calidad fisicoquimica de la leche, con énfasis en su capacidad para reducir la carga
microbiana y la actividad enzimadtica, asi como en su impacto en parametros como el pH, el
color, la estabilidad, el tamafio del globulo graso y el contenido de proteinas. La revision
muestra que la TUS ha despertado un interés como alternativa a los tratamientos térmicos
convencionales, debido a su potencial para mejorar la seguridad microbioldgica de la leche
con una menor afectacion de sus caracteristicas nutricionales y sensoriales. Sin embargo, los
resultados reportados siguen siendo heterogéneos, debido a la variabilidad en las condiciones
de procesamiento empleadas, como amplitud, tiempo y temperatura, asi como a los criterios
analiticos utilizados para evaluar su eficacia. En conjunto, la evidencia revisada sugiere que
la TUS constituye una estrategia tecnologica con potencial para el procesamiento de la leche
de vaca. Asimismo, este capitulo aporta el fundamento cientifico que sustenta los apartados
experimentales posteriores de la tesis, particularmente aquellos orientados a caracterizar los

efectos de la TUS sobre la AFM1 desde una perspectiva analitica, estructural y bioldgica.
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Abstract

Ultrasonication combined with mild heating (TUS) has emerged as a promising alternative to conventional heat treatment (CHT)
for the processing of raw cow’s milk (RCM). Recent studies report significant microbial inactivation—typically around 2.5
log reductions—while preserving key nutritional and physicochemical properties. The majority of findings indicate minimal
degradation of proteins and lipids, improved viscosity, enhanced stability of bioactive compounds, and a marked decrease in
aflatoxin M1 (AFM1) levels. Although processing parameters such as amplitude, frequency, and duration vary across studies,
there is a consistent emphasis on the synergistic effect of acoustic cavitation and moderate thermal input. This synergy not
only contributes to microbial safety but also offers potential reductions in energy consumption compared to traditional thermal
processing. Nevertheless, further efforts are required to scale up the technology and standardize operating protocols to facilitate
regulatory acceptance. These findings collectively underscore the potential of TUS as an innovative and efficient approach for
enhancing the safety and quality of dairy products.

Keywords: milk, thermoultrasonication, microbial inactivation, physicochemical properties, dairy processing.

Resumen

La ultrasonicacién combinada con temperatura suave (TUS) ha surgido como una alternativa prometedora al tratamiento térmico
convencional (CHT) para el procesamiento de leche cruda de vaca (RCM). Estudios recientes reportan una inactivacién microbiana
significativa —tipicamente alrededor de 2.5 reducciones log—, mientras se preservan las propiedades nutritivas y fisicoquimicas

clave. La mayorfa de los hallazgos indican una degradacién minima de las proteinas y los lipidos, una mejor viscosidad, una
mayor estabilidad de los compuestos bioactivos y una marcada disminucion de los niveles de aflatoxina M1 (AFM1). Aunque los
parametros de procesamiento como la amplitud, la frecuencia y la duracién varfan entre los estudios, hay un énfasis constante
en el efecto sinérgico de la cavitacion acustica y la entrada térmica moderada. Esta sinergia no sélo contribuye a la seguridad
microbiana, sino que también ofrece reducciones potenciales en el consumo de energia en comparacién con el tratamiento térmico
tradicional. Sin embargo, se requieren mas esfuerzos para ampliar la tecnologia y estandarizar los protocolos de funcionamiento
a fin de facilitar la aceptacion reglamentaria. Estos resultados subrayan colectivamente el potencial del TUS como un enfoque
innovador y eficiente para mejorar la seguridad y calidad de los productos licteos.

Palabras clave: leche, termoultrasonicacion, inactivacién microbiana, propiedades fisicoquimicas, procesamiento de leche.
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1 Introduction

Conventional heat treatments (CHT), such as
pasteurization and ultra-high-temperature processing,
are widely employed in the food industry to
eliminate pathogenic microorganisms and extend
shelf life. However, these methods often degrade
heat-sensitive nutrients and alter the physical and
sensory characteristics of food products (Albenzio et
al. 2012; Cadwallader & Singh, 2009). In response
to these drawbacks, alternative technologies have
been proposed to ensure microbial safety while
minimizing physical, chemical, and nutritional losses.
Emerging food processing technologies such as pulsed
electric fields, high hydrostatic pressure, microfiltration,
ultrasonication (US), and thermoultrasonication
(TUS) offer promising alternatives to reduce thermal
damage in liquid matrices and potentially complement
conventional methods in the dairy industry (Cregenzan
et al. 2014; Hernandez-Falcén et al. 2018; Sharma et
al. 2014; Stratakos et al. 2019).

Among these technologies, US has been reported
to be used at low (<1 W/cm?) or high (>1 W/cm?)
intensities, with frequencies ranging from 20 to 500
kHz (Karlovi¢ et al. 2014). The US has demonstrated
considerable utility in food processing, improving
meat texture and aging, modifying physicochemical
properties, and regulating enzymatic activity in bovine
muscle (Castillo-Andrade et al., 2025). Building on
this, Loan er al. (2024) showed that US-assisted
enzyme extraction of purple rice bran uses acoustic
cavitation to accelerate mass transfer and alter
plant cell structures, resulting in higher polyphenol
recovery and faster reaction rates. Similarly, Obando-
Galicia et al. (2024) reported that US or high-shear
extraction with a food-grade soybean oil/lecithin
system improves polyphenol recovery from the red
pear shell of the cactus; the extracts were also
tailored to match the rheology and microstructure
of the oleo-gel. Additionally, Ramos-Villacob et al.
demonstrated that complexing lauric acid with amylose
in cassava starch promotes V-type inclusion complexes
by enhancing diffusion and inducing transient disorder,
enabling quicker kinetics and more precise control
of functionality. Under specific conditions, however,
this technology may degrade nutrients and produce
undesirable flavor compounds due to the formation of
peroxides and lipid oxidation products (Chandrapala
et al. 2012; Marchesini et al. 2015). To minimize
these effects, US has been combined with other
treatments, such as pressure (manosonication), heat and
pressure (manothermosonication), or heat alone (TUS).
Although the temperature in TUS can be controlled,
potential effects on thermolabile components such as
proteins and vitamins cannot be ruled out (Mahmoud
et al., 2022).

Compared to CHT, TUS has been shown to cause
minimal changes in the nutritional properties, physical
characteristics, antioxidant capacity, and enzymatic
activity of fruits and vegetables and/or fermented
beverages derived from blackberry, apple, strawberry,
mango, carrot, beet, almond, cactus fruit, aguamiel, and
milk (Cervantes-Elizarraras et al., 2017; Cruz-Cansino
et al.,2015; Hernandez-Falcon et al., 2018; Parreiras et
al., 2020; Zafra-Rojas et al., 2023). The consumption of
liquid cow’s milk remains an integral part of the human
diet due to its content of high-biological-value proteins,
calcium, essential fatty acids, amino acids, fats, water-
soluble vitamins, and various bioactive compounds
that play crucial roles in multiple biochemical and
physiological processes (Albenzio et al., 2016).

In recent years, several studies have investigated
TUS as a promising technique to improve the
microbiological quality, rheological properties, and
bioavailability of nutritional compounds in raw cow’s
milk (RCM), positioning it as a potential alternative
for the dairy industry. This study aimed to evaluate
the changes induced by TUS in raw milk intended
for human consumption. Although some studies have
reported temperatures exceeding the thermal threshold
(>50 °C) during the US processing of RCM, none have
surpassed the temperatures typically associated with
CHT.

This review synthesizes current evidence from
studies examining the application of TUS to RCM
intended for direct human consumption. Only
investigations that applied TUS directly to RCM were
included, thereby ensuring that the analysis remains
focused on the specific challenges and outcomes
associated with unheated dairy matrices (Annandarajah
et al., 2018; Bermidez-Aguirre et al., 2008, 2009a,
2009b, 2011; Deshpande & Walsh, 2021; Dhiny et
al., 2023; Herceg et al., 2012; Hernandez-Falcén et
al., 2018; Vijayakumar et al., 2015; Wang et al.,
2022; Zhou et al., 2020). Focusing on RCM enhances
comparability and industrial relevance for three main
reasons: (1) cow’s milk is the most widely consumed
and processed worldwide, supported by standardized
supply chains; (2) native microbial and enzymatic
profiles differ among species, potentially affecting
the comparability of microbial log reductions and
product stability; and (3) from both regulatory and
technological perspectives, parameters validated in
bovine milk are directly applicable to the dominant
dairy sector (Cimmino et al., 2023; Marangoni et al.,
2019). Overall, this approach enables a more rigorous
assessment of how TUS influences microbial safety
and physicochemical quality in the most commercially
significant dairy matrix. The objective of this review
is to consolidate existing knowledge on the sensorial,
functional, and microbiological implications of TUS, to
evaluate its advantages relative to CHT, and to identify
current research gaps and future directions in dairy
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processing.

2 Conventional heat treatment of
raw cow’s milk

CHT, such as pasteurization and ultra-high-temperature
(UHT) processing, are commonly used to eliminate
pathogenic microorganisms and preserve food,
although they often lead to nutrient losses (Cadwallader
& Singh, 2009). Pasteurization, typically referred
to as high-temperature short-time (HTST), raises
the temperature of RCM to 72°C for 15 seconds,
effectively inactivating pathogens such as Coxiella
burnetii, Salmonella typhi, Streptococcus pyogenes,
and Mycobacterium tuberculosis (Bastam et al. 2021).
In contrast, UHT treatments raise the temperature
to 135°C for 2—4 seconds, producing commercially
sterile milk and extending shelf life for several months
at ambient temperature (Bai et al. 2023). Although
these thermal processes are effective for microbial
inactivation, they often cause thermal damage to
heat-sensitive components, thereby altering nutritional
quality and affecting the sensory attributes of the final
product (Lucey et al. 2022).

3 Principles and mechanisms of
thermoultrasonication

TUS, also referred to as thermosonication,
thermoultrasound, or thermosound, typically involves
a control panel, an ultrasonic probe, and a temperature-
controlled recirculating bath (Figure 1). This
technology stands out as a sustainable alternative
due to its energy efficiency, operational simplicity, and
low environmental impact. Additionally, it reduces
processing time while enhancing food quality and
shelf life. Automated systems can further optimize
labor and production costs (Akdeniz & Akalin, 2022;
Arvanitoyannis et al. 2017).

TUS occurs when US is applied in combination
with moderate temperatures (often <55 °C) (Bariya et
al. 2023). The underlying principle of this technique is
acoustic cavitation, in which sound waves oscillating
at frequencies typically between 20 and 40kHz
generate microscopic vapor bubbles in the liquid
medium (Asaithambi et al. 2022). These bubbles
expand and grow during wave oscillations until
they reach a resonant size, at which point they
collapse due to alternating pressure cycles, releasing
localized energy and generating shock waves (Crudo
et al. 2014). This intense mechanism can disrupt
cell membranes, facilitate the release of nutritionally

Power supply

«—— Converter

Recirculation bath

Figure 1. Equipment for thermoultrasonication.

relevant compounds, and promote the formation of
stable emulsions (Shen et al. 2017).

The US mechanism relies on piezoelectric
transducers that convert electrical energy into
high-frequency sound waves. When applied to
a liquid such as milk, these waves generate
alternating compression and rarefaction cycles,
leading to acoustic cavitation. With increasing sound
intensity, microbubbles are formed and undergo
oscillation, expansion, and subsequent collapse. The
implosion of these bubbles produces highly localized
extreme conditions, including transient temperatures
approaching 4,700 °C, pressures exceeding 100 MPa,
and intense shear forces (Zhang et al., 2018).

When US is combined with heat, as in TUS,
the efficiency of acoustic cavitation is markedly
enhanced. Elevated temperatures reduce the viscosity
and surface tension of the liquid, thereby facilitating
microbubble formation, expansion, and collapse. This
thermal contribution amplifies cavitation intensity,
resulting in greater molecular disruption, improved
emulsification, and accelerated microbial inactivation.
The synergistic interaction between thermal energy and
US thus enables more effective modifications of food
structure and functional properties, ultimately leading
to optimized processing outcomes.

Other effects of TUS include enzyme inactivation,
microbial reduction, and nutrient preservation due
to lower processing temperatures (Villamiel & De
Jong, 2000). These outcomes contribute to enhanced
nutritional properties, minimized loss of heat-sensitive
components, reduced development of cooked flavors,
and minimal adverse effects on texture or appearance
(Binti-Maklin et al. 2025). Additional studies on goat
milk have shown increased solubility of calcium and
phosphorus, while in camel milk cream, a reduction in
fat globule size has been observed, positively affecting
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product stability, viscosity, adhesiveness, and hardness
(Kashaninejad & Razai, 2020; Ragab et al. 2019).

Despite these advantages, TUS may present some
limitations, such as the potential generation of free
radicals and modifications in the structure and texture
of foods, which are matrix-dependent (Pérez-Andrés et
al. 2018).

4 Thermoultrasonication of raw
cow’s milk

The studies published between 2008 and 2024 included
in this review were conducted in various geographical
regions: Canada (Wang et al., 2022), China (Zhou et al.,
2021), Croatia (Herceg et al., 2012), Indonesia (Dhiny
et al., 2023), Mexico (Hernandez-Falcon et al., 2018),
and the USA (Annandarajah et al., 2018; Bermudez-
Aguirre et al., 2008, 2009a, 2009b, 2011; Deshpande
& Walsh, 2021; Vijayakumar et al., 2015). All studies
applied high-intensity US simultaneously with heat,
either in batch or continuous systems, using amplitudes

between 30% and 100%, temperatures ranging from
15°C to 72°C, and treatment durations between
0.25 and 30 minutes. Most protocols adhered to the
moderate temperature regime typically associated with
TUS; increases beyond this range were only reported in
two studies, which documented temperatures between
29-55 °C and 20-71 °C, respectively (Hernindez-
Falcon et al., 2018; Wang et al., 2022). The operating
parameters are summarized in Table 1, which provides
a comparative overview of US intensity, frequency,
treatment duration, and thermal strategies, thereby
illustrating the variability in TUS implementations and
their potential effects on processing outcomes. While
most studies included comparisons with CHT, Wang
et al. (2022) and Herceg et al. (2012) did not report
any direct comparative analyses. Table 2 summarizes
the principal variables assessed across microbiological,
physicochemical, and proximate composition domains,
together with the changes associated with TUS
application. Under certain conditions, TUS consistently
reduced microbial counts, altered physicochemical
properties, and modified techno-functional attributes
(Table 3).

Table 1. TUS! conditions in the included studies.

Temperature (°C) Time (min)  Amplitude (%) kHz? Watts Reference

Water bath  Initial Final
72 15-75 15-175 1 100 20 140 Annandarajah et al. (2018)
65 63 63 10-30 100 24 400 Bermidez-Aguirre et al. (2008)
65 63 63 30 100 24 400 Bermudez-Aguirre et al. (2009a)
65 63 63 30 30- 100 24 400 Bermidez-Aguirre et al. (2009b)
57 63 63 10-30 100 24 400 Bermidez-Aguirre et al. (2011)
72 20-25 67-72 0.11-0.19 90 - 168 — 180  Deshpande & Walsh, (2021)
55 - 60 5-20 - 20-22 365 Dhiny er al. (2023)
- 40-60 40-60 6-12 50-100 20 600 Herceg et al. (2012)
45 20-31 48-55 10-15 95 20 1500 Hernédndez-Falcén et al. (2018)
72 65 - 1-3 100 20 115 Vijayakumar et al. (2015)
90 63 - 1-9 - 25 400 Wang et al. (2022)
- 55-63 - 315-30 - 20 200-400 Zhou et al. (2021)

TTUS: termoultrasonication, kHz: kilohertz.

Table 2. CHTI conditions in the included studies.

Temperature (°C)  Time (min) Reference

72 0.25 Annandarajah et al. (2018)
65 30 Bermudez-Aguirre et al. (2008)
65 30 Bermudez-Aguirre et al. (2009a)
63 30 Bermudez-Aguirre et al. (2009b)
65 30 Bermudez-Aguirre ef al. (2011)
72 0.11-0.19 Deshpande & Walsh (2021)
65 30 Dhiny et al. (2023)
NI2 NI2 Herceg et al. (2012)
85 0.25 Hernédndez-Falcon et al. (2018)
72 1-3 Vijayakumar et al. (2015)
NIZ NIZ Wang et al. (2022)

63/121 30/0.25 Zhou et al. (2021)

TCHT: conventional heat treatment, “NI: not indicated.
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Table 3. Summary of variables examined in the included studies and their observed changes.

Variables

Microbiology

Physicochemical

Proximate analysis

Other

Reference

Mesophilic aerobic (1)
L. innocua (1),

mesophilic bacteria (1)
L. innocua (l)

Color (1), fat globule
size (1)

pH (1), color (1),
density (1), acidity (1),
Color (T). pH ().
acidity (T)

Fat (T)

Fat (1), protein (),

NFs! (1)
Fat (1), protein (1)

Plasmin ()

Annandarajah er al.
(2018)
Bermidez-Aguirre er
al. (2008)
Bermidez-Aguirre et
al. (2009a)
Bermiidez-Aguirre et
al. (2009b)
Bermidez-Aguirre er

al. (2011)

G. stearothermophilus  pH (T) - FFAs? (1) Deshpande & Walsh,
) (2021)
E. coli () pH (1), viscosity (1) Fat (1), Protein (|) - Dhiny et al. (2023)
E. coli (1), S. aureus (1) Herceg et al. (2012)
Mesophilic acrobic (1), pH (l), color (T), NFS(1).TS(T) AFMI3 (1), Herndndez-Falcon et al.
enterobacteria () density (l), stability antioxidants (T) (2018)

(1), acidity (T)
Total aerobic (1), Color (1), fat globule - Sensory  evaluation, Vijayakumar et al

size (1),
viscosity (T)

coliform count (/)

S. aureus (1) pH (1), color (1), Protein(l)

particle size (1)

Protein (T)

plasmin (), (2015)

Enzymatic digestion Wang et al. (2022)

M
Zhou et al. (2021)

TNFS: nonfat solid. ZTS: total solid.  AFM 1: aflatoxin M 1. *FFAs: free fatty acids. T: increase of the variable. |: decrease of the variable.

5 Impact of thermoultrasonication
on milk microstructure and
component functionality

TUS alters casein micelles and their spatial
organization, two critical factors in firm gel formation
and structural integrity of dairy matrices. It also
enhances micellar interactions and promotes cross-
linking, resulting in more stable and consistent
gels that improve the texture of products such as
yogurt and cheese (Ragab et al., 2019; Song et al.,
2021). Silva, Zisu & Chandrapala (2018) refined this
view by showing that the effect of US on micelles
depends on the casein-to-whey protein ratio: in casein-
dominant systems, sonication reduces particle size by
promoting aggregate reorganization through exposure
of hydrophobic regions, whereas in formulations
with a higher serum fraction, primary aggregates are
formed via disulfide bonds involving k-casein and
whey proteins, thereby altering micellar architecture
and functional interactions.

TUS enhances interactions between casein micelles
primarily by inducing conformational changes and
rearrangements within the protein matrix, which
promote greater connectivity and cohesion of
the gelling network. Acoustic cavitation exposes
hydrophobic regions and free sulfhydryl groups,
favoring hydrophobic interactions and the formation of

disulfide bonds between caseins and between caseins
and whey proteins. These molecular events densify
the network and increase gel firmness (Shanmugam
et al., 2012; Shen et al., 2017; Meng et al., 2021;
Pérez-Andrés et al., 2018). Such effects translate
into functional improvements, including increased
resistance to syneresis, shorter acid gelation times, and
improved elasticity of fermented milk gels, attributable
to a more interconnected and stable micellar network
(Reiter et al., 2023; Liu et al., 2014). Hemar et al.
(2020) further demonstrated that high-power US could
moderately reduce the apparent size of reconstituted
micelles without disrupting their internal structure,
suggesting surface compaction that enhances structural
density. In mixed protein systems, US facilitates
complementary protein—protein interactions that further
strengthen the network, as observed in combinations
of casein with other proteins (Nascimento et al., 2023;
Yuno-Ohta et al., 2020).

6 Microbiological effects of
thermoultrasonication on raw
cow’s milk

In RCM, it is important to recognize that pathogenic
microorganisms such as Brucella abortus and
Mycobacterium sp may be present within the dairy
chain and pose significant public health concerns
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(Ninkovi¢ et al., 2024; Ullah et al., 2024). Tavsanli
et al. (2022) evaluated the effect of low-frequency US
on the microbiota of raw goat milk inoculated with
Brucella melitensis, reporting reductions exceeding 2
log CFU after 10 min of treatment at 20 kHz and 400
W. Similarly, Al Bsoul et al. (2010) investigated the
effectiveness of US against Mycobacterium sp 6PY1,
achieving >3 log reductions in cell density in aqueous
suspension after 15 min of sonication at 20 kHz and
0.5 W/mL.

Under controlled conditions, TUS can achieve
microbial reductions approaching sterilization. At
US powers of 200-250 W, damage to the cell wall
and membrane is intensified, leading to intracellular
leakage. At 300 W, severe rupture occurs, with large
cavities and fragmentation of the cell wall (Jiang
et al., 2024). The extent of membrane disruption
correlates positively with ultrasonic power density.
Cavitation increases membrane permeability, allowing
the entry of macromolecules and resulting in leakage
of intracellular contents and damage to organelles,
enzymes, and nucleic acids (Ahmad et al., 2023). In
dairy matrices, multiple studies have demonstrated
multilogarithmic microbial reductions consistent with
these mechanisms. Under optimized conditions, no
detectable growth has been observed following
treatment and during refrigerated storage (Bermudez-
Aguirre et al., 2011; Hernandez-Falcén et al., 2018;
Dhiny et al., 2023). Nevertheless, sterilization efficacy
is influenced by initial microbial load, reactor
geometry, energy density, and matrix composition.
Thus, pilot- and industrial-scale validations, along with
regulatory frameworks defining process criteria and
microbiological verification, are necessary.

Research summarized in Table 4 presents the
application of TUS for microbial reduction, comparing
pre- and post-treatment levels in RCM. For context,
conventional HTST achieves >5 log reductions
in indicator pathogens such as Escherichia coli
and Listeria spp., while UHT treatment achieves
commercial sterility levels (>6 log reductions) across a
wide range of microorganisms (Cadwallader & Singh,
2009; Bai et al., 2023).

TUS treatments demonstrated effectiveness equal
to or greater than that of traditional HTST in
inactivating fecal contamination indicators and other
pathogenic bacteria, including E. coli, Listeria innocua,
Staphylococcus —aureus, and Enterobacteriaceae
(Bermuidez-Aguirre et al., 2008, 2009a, 2009b;
Deshpande & Walsh et al., 2021, Dhiny et al., 2023;
Herceg et al., 2012; Hernandez-Falcén et al., 2018;
Vijayakumar et al., 2015; Zhou et al., 2021).

Escherichia coli exhibited marked sensitivity to
TUS, with reductions of up to 3.07 log CFU/mL,
accompanied by pronounced structural damage to the
cell envelope, including multiple cracks, fractures, and
outward bulging, as well as alterations in milk viscosity
and fat composition (Dhiny et al., 2023; Herceg et

al., 2012). Mechanistic studies further demonstrate
that cavitation induces severe membrane disruption,
characterized by extensive cracking, fracturing, and
outward deformation of the cell membrane, thereby
confirming the destructive effects of acoustic cavitation
on E. coli integrity (Lin et al., 2019). Listeria
innocua was reduced by more than 5 log CFU/mL
after 10 minutes of TUS at 63°C, while CHT
achieved only a 3 log CFU/mL reduction under similar
conditions (Bermudez-Aguirre et al. 2009b, 2001).
Staphylococcus aureus was completely inactivated
in milk subjected to TUS for 7.5 minutes at 63 °C
highlighting the microbicidal potential of the combined
treatment (Bastam et al. 2021; Arvanitoyannis et al.,
2017). Additionally, mesophilic bacteria and the native
microbiota experienced significant reductions, and in
some cases, no microbial growth was detected after 15
days of refrigerated storage post- treatment (Herndndez-
Falcon et al., 2018, Bermidez-Aguirre et al., 2009a,
2009b).

In a continuous-flow system, such as the
one studied by Deshpande & Walsh (2020), the
antimicrobial effect of TUS was consistent, showing
reductions in both native microbiota and thermophilic
bacteria. Although this study did not report detailed
measurements of the initial pathogen loads, the findings
suggest that, under optimized conditions, TUS can be
as effective as CHT in microbial inactivation.

The effectiveness of TUS is strongly influenced by
the structural characteristics of bacterial cell envelopes.
In Gram-negative bacteria, the lipopolysaccharide-rich
outer membrane combined with a thin peptidoglycan
layer in the periplasmic space renders them particularly
susceptible to shear forces, pressure pulses generated
by cavitation, and oxidative stress caused by reactive
oxygen species such as hydrogen peroxide produced
during bubble collapse (Herceg et al., 2012; Li
et al., 2019). By contrast, Gram-positive bacteria
possess a thick (20-80 nm) peptidoglycan cell wall
reinforced with peptide cross-bridges, which increases
structural rigidity and provides greater resistance
even against reactive species (Vadillo-Rodriguez &
Dutcher, 2011; Zupanc et al., 2019). Under typical
thermal conditions of TUS, increasing vapor pressure
together with decreasing surface tension and viscosity
of the medium enhances cavity formation and
collapse, thereby intensifying microbial inactivation
at temperatures approaching those of CHT, with
Gram-negative bacteria displaying notably higher
susceptibility (Ugarte-Romero et al., 2007).

For mesophilic aerobic microorganisms, higher
ultrasonic amplitudes result in greater CFU reductions.
Cavitation imposes a combination of mechanical,
thermal, and chemical stresses. The implosion of
microbubbles generates shear forces that disrupt cell
membranes, alter permeability, and may lead to partial
or complete lysis.
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Table 4. Reducing microbial count (CFU/mL') in RCM? after TUS? application.

Microorganism CHT* TUS? Reference

Aerobics totals 1.86 1.86 Vijayakumar et al. (2015)
Aerobic mesophilic ~3.00 ~0.30 -2.20 Hernandez-Falcon et al. (2018)

Coliforms >3.60 >3.60 Vijayakumar et al. (2015)
Enterobacteriaceae ~4.3 ~1.2-3.32 Herndndez-Falcon er al. (2018)
Mesophilic bacteria 3.001.89-3.75 3.000.53-4.25 Bermudez-Aguirre et al. (2008)

Bermudez-Aguirre et al. (2009b)

E. coli 1.54-244290 1.92-3.07~4.68 Herceg et al. (2012)

Dhiny et al. (2023)
0.50-5.05.30 5.00-6.00~5.50 Bermudez-Aguirre et al. (2011)

Bermudez-Aguirre et al. (2009b)
0.09-0943.25 0.39-1.494.19 Herceg et al. (2012)

Zhou et al. (2021)

0.05 -0.37 0.26-0.54 Deshpande & Walsh (2021)

L. innocua
S. aereus

Geobacillus stearothermophilus

TCFU/mL: log( colony-forming unit per milliliter. ’RCM: raw cow ’s milk. *TUS: thermoultrasonication *CHT: conventional

heat treatment.

Simultaneously, the dissociation of water molecules
produces hydrogen and hydroxyl radicals, while
additional reactive oxygen and nitrogen species—
including hydrogen peroxide, nitric oxide, and nitrous
acid—are formed. These species induce oxidative
stress, contributing to protein denaturation and the
degradation of intracellular components (Furuta et
al., 2004; Tsukamoto et al., 2004; Zhang et al.,
2018). Moreover, TUS modifies surface electrostatic
properties and destabilizes extracellular polymeric
substances, thereby reducing adhesion and biofilm
formation and diminishing microbial protection
(Kentish & Feng, 2014; Ojha et al., 2017). These effects
are further amplified by elevated temperatures, which
accelerate bubble formation and pore development in
membranes, ultimately causing rupture and leakage
or accumulation of cytoplasmic material (Bermuidez-
Aguirre et al., 2011).

7 Effects on physicochemical
characteristics

Most authors reported a moderate pH decrease
after treatments at 60-65 °C, without compromising
colloidal stability or sensory properties; final pH values
stayed within acceptable ranges for fluid milk products
(Bermudez-Aguirre et al. 2008, 2009b; Deshpande &
Walsh, 2021; Hernandez-Falcon et al. 2018; Zhou et
al. 2021). Cavitation during TUS often raises the local
temperature, likely contributing observed acidification.
Additional pH changes during storage may come from
acid metabolites produced surviving microorganisms,
potentially linked to lipolysis (Bermudez-Aguirre et
al. 2009b) or from formation of carboxyl groups
after TUS-induced molecular changes (Li et al. 2019).
These processes can cause variations in the proximate

composition reported in some studies (Bermudez-
Aguirre et al. 2008, 2009a).

Regarding color, multiple studies reported an
increase in whiteness (L*) and a reduction in particle
size (Bermudez-Aguirre ef al. 2008, 2009a, Hemandez-
Falcon et al. 2018; Zhou et al. 2021 The color increase
specifically refers to higher luminosity (L*), not a
change in hue (a*) or yellowish/bluish (b*). Color is a
key factor in consumer acceptance of milk and is related
to the dispersion of fat globules and casein micelles
(Owen et al. 2001). Light reflection is enhanced by
reduced fat globule size and protein denaturation
caused by TUS-induced homogenization, making milk
appear whiter (Gaucher et al. 2008; Li et al. 2019).

Protein denaturation under TUS predominantly
affects membrane-associated proteins, particularly
xanthine oxidase and butyrophilin, thereby weakening
the integrity of the milk fat globule membrane (MFGM)
(Zhao et al., 2024). Gregersen et al. (2019) reported
that high-intensity US combined with moderate
temperatures (50-70 °C) and intermediate power
levels (30-50 W) can denature up to 40% of the
major whey proteins -lactoglobulin and e-lactalbumin,
demonstrating that both acoustic energy and heat
contribute significantly to protein destabilization.
Cavitation also disrupts the fat globule membrane,
promoting the adhesion of casein micelles and the
formation of a granular interfacial network, which
enhances emulsion stability and improves product
texture (Gaucher et al., 2008; Li et al., 2019; Villamiel
& De Jong, 2000).

TUS reorganizes protein-lipid interactions, thereby
strengthening emulsion stability. Cavitation reduces
the size of fat globules, increasing surface area and
facilitating eflicient adsorption of casein micelles and
whey proteins. These proteins anchor to exposed
lipid surfaces through hydrophobic and electrostatic
interactions; polar residues such as lysine and
glutamic acid interact with phospholipid head groups,
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reinforcing the interfacial layer. The resulting network
enhances colloidal stability, reduces creaming, and
improves viscosity and uniformity—parameters critical
for producing high-quality dairy products (Bermudez-
Aguirre et al., 2008; Ragab et al., 2019).

Conversely, studies assessing lipid fractions have
not detected significant changes in free fatty acid
concentration or total fat content following TUS
treatment, confirming lipid stability under the evaluated
conditions (Deshpande & Walsh, 2021; Herndndez-
Falcon et al., 2018). Nevertheless, disruption of the
MFGM during TUS exposes the triglyceride core,
enabling casein micelle adhesion and the development
of a granular interfacial structure that contributes to
improved emulsion stability (Villamiel & De Jong,
2000).

An increase in viscosity was observed in studies
using higher amplitudes (100%) or extended treatment
times (>10 min), attributed to interactions between
protein and lipid fractions induced by localized shear
forces (Dhiny et al. 2023). No signs of phase separation,
gel formation, or sedimentation were reported, even
after 15 days of storage (Annandarajah e al. 2018;
Deshpande & Walsh, 2021; Hernandez-Falcén et al.
2018; Vijayakumar et al. 2015). TUS also improved
emulsion stability by reducing particle size through
cavitation (Bermudez-Aguirre et al. 2008; Hernandez-

Falcén et al. 2018). These results indicate that TUS
enhances milk functionality without compromising its
essential properties.

8 Proximate analysis after
thermoultrasonication

Several studies assessed the proximate composition of
RCM following TUS by measuring fat, total protein,
non-fat solids (NFS), and total solids (TS) (Table
5) (Bermudez-Aguirre et al. 2008, 2009a; Dhiny et
al. 2023; Herndandez-Falcon et al. 2018; Wang et al.
2022; Zhou et al. 2021). In most studies, protein
content was not significantly affected, indicating that
protein denaturation was not detectable under the
evaluated conditions (Bermudez-Aguirre et al., 2009a,
2009b; Zhou et al., 2021). For instance, total protein
quantification by nitrogen determination (Kjeldahl
or Dumas methods) is insensitive to conformational
changes, and thus partial denaturation induced by
cavitation may occur without affecting total protein
values. The variations observed in some measurements
likely reflect changes in solubility, recovery efficiency,
or artefacts associated with colorimetric assays, rather
than a true loss of protein mass.

Table 5. Effect of TUS! on the physicochemical and proximate analysis of RCM?.

Physicochemical properties

Parameter CHT? TUS! Reference
6.74+ 0.06 6.67 £ 0.06-6.71 + 0.06 Hernandez-Falcon er al. (2018)
6.74+ 0.06 6.61 £0.01 —6.66 = 0.05 Bermidez-Aguirre ef al. (2009a)
pH 6.74+ 0.06 6.61 £0.01 - 6.66 = 0.05 Bermidez-Aguirre e al. (2009b)
6.82+ 0.02 6.80 — 6.85 Deshpande & Walsh (2021)
6.71+ 0.04 6.66 = 0.02 Zhou et al. (2021)
0.20+ 0.05 0.19 + 0.04 - 0.20 + 0.05 Hernandez-Falcén et al. (2018)
Acidity (%) 0.126+ 0.008 0.136 £+ 0.012-0.14 £ 0.00  Bermidez-Aguirre er al. (2009a)
0.126+ 0.008 0.136 £ 0.012-0.146 £ 0.00  Bermudez-Aguirre er al. (2009b)
1.032 +£ 0.00 1.032 £ 0.00 Hernandez-Falcon et al. (2018)

Density (g/mL) 1.0317 £ 0.0010

1.026 £ 0.001 —1.026 + 0.00  Bermudez-Aguirre et al. (2009a)

Viscosity (mPa/s) 1.41 +0.14 -142+0.14

1.39 £ 0.00 - 1.60 = 0.05

Vijayakumar et al. (2015)

Stability (%) ~96.2 ~96.25-97.19 Herndndez-Falcén et al. (2018)
Proximate analysis properties
422 +0.02 4.24 +0.02 Bermidez-Aguirre er al. (2008)
Fat (%) 422 +0.02 421 £0.04-4.29 £ 0.05 Bermidez-Aguirre et al. (2009a)
422 +0.02 4.21 £ 0.04 - 429 + 0.05 Bermudez-Aguirre er al. (2009b)
Protein (%) 355+0.01 3.00+£0.01 -3.04 £0.03 Bermidez-Aguirre et al. (2008, 2009a)
e & 2.53+0.38-3.02+0.16 322+0.16 Zhou et al. (2021)
NES® (%) 8.60 = 0.40 8.63+041-8.67+0.54 Hernandez-Falcon er al. (2018)
i 9.50 £ 0.03 8.03 £0.04-836+043 Bermidez-Aguirre et al. (2009a)
TS* (%) 11.59 + 040 11.62 +040-11.67 £ 0.54  Hernandez-Falcén er al. (2018)

TTUS: thermoultrasonication. ZRCM: raw cow s milk. 3 CHT: conventional heat treatment. NFS: nonfat solids. #TS: total solid.
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Fat content, by contrast, was reported to increase
by approximately 5%. In one study, TUS applied at
400 W, 24 kHz, and 100% amplitude for 30 min
reduced the mean fat globule diameter to approximately
1 um. Mechanistically, cavitation disrupts fat globule
aggregates into triacylglycerol microdroplets, yielding
a finer and more homogeneous lipid dispersion and
thereby increasing the fraction of dispersed and
analytically recoverable lipids (Bermidez-Aguirre et
al., 2008). Consequently, the altered size distribution
of fat droplets results in a modestly higher measured
fat content (~5%), even though the total lipid mass in
the system remains unchanged (Bermudez-Aguirre et
al., 2008, 2009a, 2009b; Dhiny et al., 2023). TS and
NFS values remained stable, showing no significant
differences compared to CHT, indicating that TUS
does not compromise the chemical integrity of RCM
(Herndndez-Falcon et al. 2018).

9 Functional and technological
properties

TUS has also been shown to enhance the hydrolysis
of soluble proteins when treated with pepsin and
pancreatin (Wang et al., 2022). This effect is driven
by significant conformational changes in milk proteins,
including partial unfolding of tertiary structures,
increased exposure of hydrophobic residues and
peptide bonds, and disruption of intramolecular
hydrogen and disulfide bonds. These structural
modifications improve the accessibility of digestive
enzymes to cleavage sites, thereby accelerating
enzymatic hydrolysis. Fourier transform infrared
(FTIR) spectroscopy revealed a decrease in a-helix
content accompanied by an increase in B-sheet and
random coil structures, consistent with enhanced
enzymatic binding and fragmentation efficiency (Wang
etal.,2022).

US -assisted enzymatic hydrolysis benefits from
several mechanistic improvements, as reviewed by
Qian et al. (2023). Cavitation enhances mass transfer
by disrupting boundary layers, reducing particle size,
and increasing surface area. US may also induce
subtle conformational changes in enzyme molecules,
improving flexibility and catalytic efficiency without
compromising the integrity of active sites. Optimal
US parameters (20—40 kHz, 100-500 W) have been
reported to reduce hydrolysis times by up to 30%,
increase the degree of hydrolysis by 10-20%, and
generate bioactive peptides with enhanced functional
properties (Yang et al., 2018; Balthazar et al., 2019; Qin
et al., 2018; Magalhaes et al., 2022). These findings
suggest that integrating US into enzymatic protocols
can significantly improve protein degradation and
produce peptides with targeted bioactivities relevant

to dairy applications.

The microstructural changes induced by TUS also
result in techno-functional improvements, including
increased protein solubility, higher emulsifying
capacity, and improved gel stability in fermented
products, with minimal differences in flavor, aroma,
or mouthfeel compared with CHT (Abesinghe et
al., 2019; Zlatev et al., 2018; Vijayakumar et al.,
2015). In a sensory evaluation involving a trained
panel (n = 8), participants used a triangle test to
characterize odor attributes and quantify intensities
on a 15-cm scale. Panelists generally rated TUS-
treated milk as acceptable, with no significant sensory
drawbacks (Vijayakumar et al., 2015). In addition,
Vijayakumar et al. (2015) and Annadarajah et al.
(2018) reported that TUS inactivated over 90% of
plasmin, maintaining low activity through 49 days of
storage. This inactivation is relevant for commercial
shelf life, particularly in UHT milk, where plasmin
degradation of caseins produces hydrophobic peptides
associated with bitterness, viscosity changes, and
protein destabilization. Controlling plasmin activity
thus contributes to flavor and texture preservation
during storage (7-14 days for HTST milk) (Bui et al.,
2021). However, in cheese manufacture, plasmin plays
a key role in proteolysis during ripening; therefore, its
inactivation should be adjusted according to cheese
type and ripening objectives (Vélez et al., 2016; France
etal.,2021; Wang et al., 2024).

Beyond microbiological and physicochemical
changes, TUS also affects sensory attributes and
product stability through interconnected structural
and molecular processes. Treated milk generally
exhibits increased whiteness (L*), smoother texture,
and higher viscosity, primarily due to reduced fat
globule size and enhanced protein-lipid interfacial
stability (Zhou et al., 2021; Gou et al., 2023). Under
moderate conditions, flavor remains comparable to
HTST; however, high-intensity treatments (e.g., 200
W for 2 min) may produce subtle off-flavors described
as gummy, burnt, or foreign, likely associated with
whey protein unfolding and mild lipid oxidation (Pérez-
Andrés et al., 2018). Overall, sensory panels have
consistently rated TUS-treated milk as acceptable
when processing parameters are properly optimized
(Vijayakumar et al., 2015).

9.1 Shelf-life  and
refrigeration

stability  under

TUS extends the refrigerated shelf life of RCM
by inhibiting microbial regrowth and maintaining
physicochemical stability. Herndndez-Falcén et al.
(2018) observed stable microbial counts for up to 15
days at 4 °C without phase separation or sedimentation.
Other studies reported that TUS-treated milk preserved
its pH and fat quality over similar periods (Deshpande
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& Walsh, 2021; Hernandez-Falcon et al., 2018). At the
molecular level, cavitation exposes hydrophobic amino
acid residues and free sulfhydryl groups in proteins
such as p-lactoglobulin and generates low levels
of reactive species, including lipid hydroperoxides.
These modifications enhance interfacial behavior and
structural functionality; however, if TUS parameters are
not properly controlled, mild oxidative reactions may
occur, leading to subtle sensory changes (Astrdin-Redin
et al.,2023; Zhang et al., 2018). Nevertheless, oxidative
stability is generally maintained under optimized
conditions, with no significant increases in FFAs or
off-flavor development (Shokri et al., 2022).

FTIR (post-treatment TUS) analysis of the Amide I
band confirmed TUS-induced alterations in secondary
protein structure, characterized by increased a-helix
and random coil content at the expense of S-sheets and
B-turns. While these spectra reflect the overall protein
matrix rather than specific proteins, whey proteins
such as p-lactoglobulin are particularly susceptible
to denaturation. Such modifications may reduce
immunoglobulin E binding and allergenicity, while also
enhancing the digestibility of casein fractions (Ehn et
al., 2004; Wang et al., 2022).

TUS has also been reported to reduce aflatoxin
M1 (AFMI) content, potentially through structural
modifications in the lactone or furan rings (Mortazavi
et al. 2015). This reduction was associated with an
increase in phenolic content and antioxidant activity
(Herndndez-Falcén et al. 2018). One study noted that
the increase in antioxidant activity may result from
weakened Van der Waals forces, hydrogen bonds, and
hydrophobic interactions, leading to the release of
phenolic compounds into the medium (Hassam et al.
2013).

10 Methodological limitations and
experimental constraints

Although the overall evidence highlights the potential
of TUS, the comparability and generalizability
of findings are constrained by methodological
heterogeneity among the reviewed studies. Key
challenges for rigorous synthesis include variations
in amplitude (30-100%), frequency (2040 kHz),
temperature (15-72 °C), sample volume, probe design,
and treatment duration (0.25-30 min), as well as
differences between batch and continuous applications,
thermal control strategies, measurement of initial
microbial loads, and inadequate characterization of
the milk matrix. Several studies also lack sufficient
replication or appropriate thermal controls, making
it difficult to distinguish the specific contributions of
TUS from temperature-related effects. Furthermore,
few investigations report complete energy profiles,

acoustic transfer efficiency, or scaling parameters,
which hampers the assessment of industrial relevance.
In addition, the absence of systematic analyses of
oxidative by-products and markers of protein damage
limits the capacity to balance potential risks against
technological benefits. Most studies were conducted on
a laboratory or pilot scale, with limited reproduction
in industrial environments (Table 2). The survey by
Deshpande & Walsh (2021) is a notable exception, as
it assessed a continuous flow system on a small scale.

Further validation is necessary to translate these
promising findings into industrial practice. Regulatory
approval will also require reproducible data on
microbial inactivation, enzyme activity reduction, and
possible formation of toxic by-products. Additionally,
new research into energy consumption and cost-
effectiveness will help determine whether TUS offers
economic advantages over traditional CHT.

11 Toward practical adoption in
the dairy sector

The application of TUS to RCM aligns with current
trends in the dairy industry, which seek to ensure
microbial safety while preserving nutritional and
sensory quality. The synergy between ultrasonic
cavitation and moderate temperatures presents a
promising option for processing raw milk and
developing specialized dairy products that benefit from
partial homogenization, extended shelf life, or reduced
contaminants such as AFM1. However, practical
adoption requires thorough pilot-scale experimentation,
robust engineering for high-throughput systems,
and full regulatory compliance. Integration into
existing production lines, potentially before or after
cream separation, must be carefully designed to
avoid unwanted homogenization that could lead to
rancidity if lipase activity remains high. Despite
these challenges, the potential of TUS as an energy-
efficient, environmentally friendly technology capable
of improving final product quality highlights its
promise in future dairy operations.

Although this review focuses on studies applying
TUS directly to RCM, related research provides
complementary insights. For example, Gautam et al.
(2025) examined the effects of TUS on the plasmin
system in buffalo milk, observing structural changes
in proteolytic pathways that may also apply to cow’s
milk, albeit with species-specific matrix differences.
Furthermore, recent work on US energy density and
modulation modes (continuous versus pulsed) in fresh
cow’s milk without combined heating demonstrated
significant effects on microbial, physicochemical, and
techno-functional properties. While these findings fall
outside the strict definition of TUS, they underscore
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the importance of standardizing energy input and
wave characteristics to improve reproducibility. Overall,
structural and functional modifications induced by
TUS enhance microbial safety and improve techno-
functional properties of milk (emulsification, gelation,
texture), positioning it as a promising tool for next-
generation dairy products.

Building on the mechanisms described above,
the advantages and limitations of TUS relative to
CHT can be outlined. Comparative studies show
that TUS achieves microbial reductions equal to
or greater than those of HTST or UHT, while
better preserving thermolabile compounds such as
vitamins, bioactive peptides, and native enzymes,
and maintaining the colloidal integrity of milk—
attributes that support clean-label formulations (Wang
et al., 2022; Shen et al., 2017). These features
give TUS a clear advantage in final product quality
without compromising safety. Nevertheless, several
operational challenges persist precise control of
parameters is required to avoid variability in cavitation
distribution; prolonged treatments may increase energy
consumption; and high intensities can generate
undesirable flavors. To strengthen competitiveness
against CHT, systematic comparisons under diverse raw
milk conditions, harmonized regulatory criteria, and
assessments of potential sub-lethal injury and microbial
recovery are essential.

None of the included studies evaluated the
effectiveness of TUS against Brucella sp. or
Mycobacterium sp. in milk, highlighting a critical gap
and an opportunity for future research to validate its
capacity to inactivate these pathogens.

11.1 Scale-up and engineering considerations

Scaling TUS from laboratory to industrial systems
presents several engineering challenges. Uniform
cavitation distribution in larger volumes is hindered
by acoustic attenuation, reflections, and dead zones;
thus, reactor design must optimize transducer geometry,
operating frequency, and sonication pattern (batch
versus continuous flow) to ensure consistent energy
densities. Thermal management must be integrated
with US delivery to prevent hot spots and maintain
synergy between acoustic and thermal effects. Real-
time monitoring of acoustic energy density, effective
temperature, and local intensity requires calibrated
sensors or indirect methods (e.g., calorimetry,
dissolution profiles), as the absence of robust metrics
limits reproducibility and validation.

Continuous-flow systems offer advantages in
scalability and uniformity compared to batch processes,
but require balancing residence time, amplitude, and
flow rate to ensure effective microbial inactivation
while preserving product quality. Assessments of
acoustic transfer efficiency and energy dissipation are
essential at larger scales to optimize power usage

and minimize energy losses from reflections or poor
coupling. Integration into existing production lines also
demands compatibility with upstream and downstream
processes (e.g., cream separation, homogenization),
while practical considerations such as maintenance,
clean-in-place procedures, and noise-resistant materials
must be addressed.

11.2  Regulatory and safety validation

For widespread adoption, TUS must undergo
rigorous regulatory review to confirm its safety and
consistency. Establishing critical control parameters
and acceptance criteria for microbial inactivation,
potential toxic by-products (e.g., aflatoxins), and
preservation of functional compounds is essential.
Validation should include inter-laboratory studies and
benchmarking against HTST, with assessments of
pathogen reduction, sub-lethal injury, and microbial
recovery. Comprehensive analyses of acoustic energy
transfer, thermal profiles, and oxidation products are
also needed to identify hidden risks and balance
potential drawbacks against benefits. Documentation
should adhere to international standards (e.g., Codex
Alimentarius, FDA, EFSA) to facilitate global market
acceptance.

11.3  Economics and adoption roadmap

Adoption of TUS in dairy plants depends on both
its technological benefits and economic feasibility.
Initial cost-benefit analyses should compare energy
use per liter with HTST/UHT, accounting for potential
savings in refrigeration from extended shelf life
and reduced product loss. Investments in specialized
equipment, online monitoring, and operator training
must be weighed against gains in waste reduction,
quality retention, and product differentiation (e.g.,
clean-label marketing, longer shelf life). A phased
implementation is recommended: beginning with pilot
studies integrated into existing lines, followed by
development of performance indicators that combine
technical and economic metrics, and eventually scale-
up to optimized continuous systems. Validation groups
comprising academia, industry, and regulators should
be established to share data, mitigate risks, and
accelerate standardization.
* An adoption roadmap may include:

1. Standardization and multi-centre validation
— development of consensus protocols for TUS
parameters (acoustic energy density, temperature
profiles, residence time) and inter-laboratory
studies to ensure reproducibility.

2. Industrial-scale pilot studies — combining
engineering optimization (reactor geometry,
continuous-flow designs, real-time monitoring)
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with techno-economic assessments of energy use,
product quality retention, and process robustness.

3. Safety and quality frameworks — validation
schemes covering microbial inactivation kinetics
(including sub-lethal effects), oxidative and
structural changes, and sensory stability
under real storage conditions, aligned with
international guidelines.

4. Application-specific optimization — tailoring
TUS regimes for products such as yogurt or
cheese, with endpoints including gel strength,
emulsion stability, and flavor retention.

5. Stakeholder integration — creation of consortia
involving academia, industry, and regulators to
share data, develop certification standards, and
establish labelling strategies*.

Conclusions

The evidence indicates that TUS is a viable technology
for treating RCM, achieving microbial reductions
comparable to CHT. In contrast to heat-based
methods, TUS preserves heat-sensitive nutrients,
bioactive compounds, and colloidal integrity, thereby
supporting desirable techno-functional properties. By
coupling temperature control with acoustic cavitation,
TUS provides safety benefits with reduced thermal
damage, positioning it as an innovation for “quality
preservation” rather than a mere alternative to HTST.
However, significant hurdles remain in methodological
standardization, regulatory validation, and market
integration. Addressing these challenges is essential
to transition TUS from promising laboratory findings
to widespread industrial adoption.

Although the antimicrobial potential of TUS has
been consistently demonstrated under laboratory
conditions, several critical limitations restrict its
broader application. The variability in experimental
setups, including reactor geometry, transducer
configuration, and amplitude calibration, introduces
substantial heterogeneity in reported microbial
inactivation  levels, complicating  cross-study
comparisons. Furthermore, most investigations have
been performed at bench scale using model systems or
artificially inoculated milk, which may not accurately
replicate the microbial diversity and load present in
commercial dairy chains. The lack of standardized
reporting of acoustic parameters, energy densities,
and thermal profiles further hampers reproducibility
and limits the development of predictive models.
Consequently, while TUS shows promise as a
non-thermal or minimally thermal alternative to
CHT, systematic pilot-scale evaluations, harmonized

methodologies, and regulatory validation are essential
before reliable industrial adoption can be achieved.
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Capitulo 3: Niveles de aflatoxina M1 en leche de vaca comercializada en México:

Evaluacion de la contaminacion y el indice de riesgo carcinogénico
3.1. Resumen

Este capitulo presenta un articulo enfocado en la cuantificacion de AFM1 en leche de
vaca comercializada en México y en la evaluacion del riesgo carcinogénico asociado a su
consumo. El objetivo de este estudio fue analizar la presencia y la concentracion de AFM1
en leche de vaca de marcas comerciales distribuidas a nivel nacional mediante HPLC-FLD,
asi como estimar la exposicion dietética cronica mediante simulacion de Monte Carlo y
calcular el indice de riesgo carcinogénico en distintos grupos etarios. Los resultados
mostraron la presencia de AFM1 en muestras de leche comercial, con variabilidad en las
concentraciones detectadas segun el producto analizado. A partir de estos datos, se realizaron
estimaciones de exposicion y riesgo mediante enfoques deterministicos y probabilisticos, lo
que permitio6 identificar diferencias relevantes entre grupos de edad y patrones de consumo.
De manera complementaria, el andlisis incluy6 asociaciones con variables comerciales y
tecnologicas, asi como una exploraciéon multivariada del comportamiento de las muestras. En
conjunto, este capitulo aporta evidencia sobre la presencia de AFMI1 en la leche comercial
mexicana y sobre la necesidad de fortalecer las estrategias de vigilancia y control, en
particular desde una perspectiva de salud publica orientada a poblaciones potencialmente

mas vulnerables.
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Abstract: Aflatoxin M1 (AFM1), a toxic metabolite of aflatoxin B1 (AFB1), is commonly
found in cow’s milk (CM) when dairy cattle consume contaminated feed. Chronic expo-
sure to AFM1 poses serious health risks, particularly for children. This study aimed to
quantify AFMI levels in commercial CM available in Mexico and assess the associated
carcinogenic risk across six age groups. A total of 23 milk samples were collected between
March and July 2023 from supermarkets and convenience stores. AFM1 was measured
using high-performance liquid chromatography (HPLC). Estimated daily intake (EDI),
carcinogenic risk index (CRI), and Monte Carlo simulations (MCS) to model exposure were
employed. AFM1 was detected in all samples, with 80% exceeding the legal limits set by
Mexican and European regulations. The highest CRI values were observed in children aged
1-4 years (CRI > 5 x 10°), indicating an elevated risk. There were no statistically significant
differences in AFM1 concentration among different milk or thermal treatments. A cluster
analysis revealed patterns related to AFM1 content, price, and processing methods. The
widespread detection of AFM1 raises a public health concern, especially for vulnerable
populations. This underscores the need for targeted regulatory strategies and improved
control of aflatoxins in the dairy production chain.

Keywords: aflatoxin M1; cow’s milk; carcinogenic risk index

1. Introduction

Cow'’s milk (CM) ranks among the most extensively consumed food products globally,
attributable to its nutritional benefits and availability to all demographic groups. It serves
as a principal source of high-quality protein, essential vitamins, and readily absorbable
calcium [1,2]. Nevertheless, despite its nutritional importance, milk presents potential
health risks as a medium for foodborne contaminants, notably aflatoxin M1 (AFM1). AFM1
is a hydroxylated metabolite of aflatoxin B1 (AFB1) produced in the liver of dairy cattle
subjected to feed contaminated with Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus [3,4]. In
addition, climatic conditions, insufficient feed storage, and inadequate quality control
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measures significantly contribute to the contamination of animal feed with AFB1, particu-
larly in tropical and subtropical regions [5,6]. The AFM1 is excreted into milk and dairy
products, where it can persist despite pasteurization and ultra-high temperature (UHT)
treatments [7,8]. AFM1 has been classified by the International Agency for Research on
Cancer (IARC) as a Group 1 human carcinogen, attributed to its genotoxic, immunosup-
pressive, and mutagenic properties [3]. Chronic exposure to AFM1 is associated with
an elevated risk of hepatocellular carcinoma, particularly among populations with high
consumption of milk and limited dietary diversity [9,10]. A significant inverse correlation
has been established between the risk of carcinogenicity and body weight, particularly
among children from birth to 26 months of age in Nepal who were chronically exposed
to aflatoxins. This reinforces that lower body mass predisposes individuals to a higher
relative exposure [11].

Evidence suggests that the toxic effects of AFM1 are more pronounced in pediatric
populations than adults, attributable to their lower body weight, greater milk consumption,
and the development of physiological systems with limited capacity to metabolize and
excrete toxins [10,12,13]. Prolonged exposure to AFM1 during the early years of life
has been associated with hepatocellular damage, immunosuppression, altered nutrient
absorption, and growth retardation [14,15]. Furthermore, even low-dose exposure may
impede protein synthesis and liver enzyme functionality, potentially leading to long-term
developmental disorders [16,17].

The presence of AFM1 in milk and dairy products has been widely reported in several
countries using various analytical approaches. In Greece, Maggira et al. (2021) compared
commercial enzyme-linked immunosorbent assay kits with a high-performance liquid
chromatography with fluorescence detection (HPLC-FLD) method developed to analyze
AFM1 in raw milk, underlining the importance of selecting context-specific analytical
procedures [18]. Similarly, Kolari¢ and Simko (2023), in Slovakia, validated an HPLC-FLD
method with pretreatment in an immunoaffinity column that met the analytical perfor-
mance criteria established by European standards [19]. In Hungary, routine monitoring
of AFM1 in both raw and processed milk was conducted using commercial test kits, high-
lighting the need for continuous monitoring along the entire dairy production chain [20].

In the Latin American context, Quevedo-Garza et al. (2018) investigated AFM1 levels
in liquid milk sold in Monterrey, Mexico, reporting concentrations that exceeded European
regulatory limits [21]. Additionally, other studies have documented the presence of AFM1
in raw, pasteurized, and UHT milk samples throughout Mexico [22-27]. In particular,
Alvarez-Diaz et al. (2022) reported concentrations of AFM1 exceeding the national reg-
ulatory threshold of 0.5 pg/L in commercially available dairy products [22,28]. These
results underscore the significance of region-specific risk assessments and the necessity of
continuous monitoring in various dairy markets.

While this study emphasizes the issue of AFM1 contamination in commercial milk
in Mexico, it is essential to note that AFM1 contamination in dairy products has been
extensively documented globally, underscoring its international significance. Researchers
have reported elevated detection rates of AFMI, frequently surpassing established regula-
tory limits. This evidence affirms that AFM1 contamination is not restricted to particular
regions but represents a pervasive issue associated with feed contamination, unsatisfactory
storage conditions, and climatic influences [29-33]. Consequently, local evaluations like
the one presented in this study are crucial for delineating exposure risks within specific
national contexts. These studies provide essential data regarding prevalence; a paucity
of research assesses the carcinogenic risk of AFM1 based on age-specific consumption
patterns, which is vital for informing regulatory and public health strategies [34,35]. There-
fore, accurate quantification necessitates using highly sensitive and reliable analytical
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techniques, such as HPLC-FLD, which is esteemed for its precision and reproducibility
in detecting AFM1 [36,37]. In addition to quantification, the carcinogenic risk index (CRI)
estimation provides a more comprehensive perspective by incorporating AFM1 concentra-
tions alongside actual consumption patterns and body weight across diverse population
groups [10,38]. This methodology aids in prioritizing regulatory actions and meaningfully
assessing public health risks. Consequently, this study aimed to quantify the levels of AFM1
present in various brands of CM sold in Mexico and evaluate the cancer risks associated
with its consumption among different age groups.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals and Reagents

The analytical standard of AFM1 at a 100 pg/mL concentration in acetonitrile (ACN)
was procured from Sigma-Aldrich, located in St. Louis, MI, USA. HPLC-grade ACN and
methanol were acquired from ].T. Baker, Center Valley, PA, USA. Ultrapure water was
generated utilizing a Milli-Q system from Millipore, Burlington, MA, USA. All chemicals
employed in this study were of analytical or chromatographic grade.

2.2. Sample Collection

Between March and July 2023, 23 samples of commercial CM (A-W) were collected
in supermarkets and convenience stores in Pachuca, Hidalgo, Mexico. Selected brands of
pasteurized milk (A-E), UHT (F-W), where the E, U, V samples are organic milk, which
are nationally distributed and commercially available in several regions. Table S1 provides
detailed characteristics of the milk, including sample ID, classification, production site,
origin, certification, and price. All CM samples were transported, refrigerated, and stored
at 4 °C until analysis.

2.3. Preparation of Standard Solution

A stock solution (1 ug/mL) was prepared from a standard concentration of AFM1
(100 pg/mL). The stock solution was diluted in ACN to obtain working stock solutions of a
standard calibration curve of 0.01-0.5 pig/mL.

2.4. Aflatoxin M1 Extraction

The liquid-liquid AFM1 extraction (LLE) employed was adapted from previously
reported procedures [39,40], with the following modifications. Five milliliters of each CM
were utilized; 1 g of NaCl was incorporated to facilitate the samples’ dissolution, followed
by adding 3.8 mL of ACN. The resultant mixture was subsequently vortexed utilizing a
Vortex® stirrer (51-0256, Scientific Industries, Alcobendas, Madrid, Spain) at maximum
speed for 1 min and permitted to rest for 15 min. Thereafter, it underwent centrifugation
(Avanti J-E, Beckman Coulter Life Sciences, Nyon, Vaud, Switzerland) at 6000 rpm for
7 min at a temperature of 4 °C. The supernatant was subsequently collected, and 5 mL of
deionized water and 2 mL of chloroform were incorporated, followed by homogenization.
The mixture was again subjected to centrifugation under identical conditions as previously
described. The organic phase was dried under reduced pressure employing a rotary
evaporator (R-300, BUCHI® Labor Technik, Essen, North Rhine-Westphalia, Germany).
Finally, the CM was reconstituted with 400 uL of the mobile phase and filtered through a
0.45 um polytetrafluoroethylene membrane (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MI, USA).

2.5. Chromatographic Analysis of Aflatoxin M1

For the separation, identification, and detection of AFM1, an HPLC-FLD (LC-20AD)
was utilized. This system comprised a solvent supply unit, an automatic sampler (model:
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SIL-20AC XR, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), a fluorescence detector (RF-20A
XS), a column heater (CTO-20A), a degassing unit (DGU-20A 5R), and a communication
module (model: CBM-20A, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). The separation was
conducted utilizing a reverse phase C18 column (dimensions: internal diameter 4.6 mm,
length 250 mm, particle size 5 pm, pore size 120 A; ODS HypersilTM®, Thermo Fisher
Scientific, Powai, Mumbai, India, maintained at 30 °C, and a mobile phase consisting
of water and ACN (60:40, v/v), operated under isocratic conditions at a flow rate of
0.4 mL/min and an injection volume of 5 uL. the total run time was 15 min injection. AFM1
was detected at an excitation wavelength of 365 nm and an emission wavelength of 435 nm.
The chromatographic data were processed using LabSolutions® software, version 5.87.1
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

2.6. Reliability and Analytical Effectiveness of the Method

The analytical procedure for quantifying AFM1 in milk was validated in accordance
with the guidelines established by the International Council for Harmonization. This
validation considered the following parameters: linearity, limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), selectivity, precision, and recovery [41]. Linearity was evaluated by
constructing a calibration curve from standard solutions of AFM1 in acetonitrile, which
spanned a concentration range of 0.01 to 0.5 pug/L. Duplicate calibration points were
prepared, and the determination coefficient (R?) to assess the linear response was used.
The LOD and LOQ were computed based on the standard deviation of the intercept point
(Sy) and the slope (b) of the calibration curve, utilizing the following equations:

LOQ =33 x Sy/b 1)

LOQ =10 x Sy/b V)

Selectivity was evaluated by analyzing blank CM samples subjected to the identical
liquid-liquid extraction (LLE) procedure outlined in Section 2.4 to ensure the absence
of retention time interference peaks associated with AFM1. Accuracy was ascertained
through the calculation of the relative standard deviation from three repeated injections
of CM. Recovery was assessed by supplementing a previously analyzed CM sample with
a quantifiable baseline concentration of AFM1 and a predetermined amount of standard
solution (1.0 pug/L). The spiked CM underwent triplicate processing employing uniform
extraction and quantification methods. To compute the recovery of the introduced standard,
the native concentration was deducted from the total measured value. Subsequently, the
recovery rate was established utilizing the following equations:

Theoretical total concentration = Cpative + Cagded 3)
Recovered standard = Cpyeasured — Cnative 4)
Recovery (%) = (Cmeasured — Cnative/ Cadded) X 100 (5)

where Chative = initial concentration of AFM1 in the unfortified CM; C,4qed = known
concentration of the standard spiked; and Cpeasured = final concentration determined
after spiking.
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2.7. Risk Assessment for Exposure to Aflatoxin M1
2.7.1. Estimated Daily Intake

The estimated daily intake (EDI) of AFM1 was calculated to determine the amount of
AFMI ingested per unit of body weight each day, using the following equation:

EDI=C x IR/BW (6)

where C = mean concentration of AFM1 in milk (ug/L); IR = daily milk intake (L/day);
and BW = average body weight of the exposed individual (kg).

Age groups were defined according to national food risk assessment guidelines and
WHO population classifications: 1-2 years, 3-4 years, 5-9 years, 10-19 years, 20-59 years,
and >60 years. Body weight (BW) and intake rate (IR) for each group were derived from
the Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) (2022), Norma Oficial Mexicana-
031-SSA2-1999, and World Health Organization growth standards [42-44]. Population-
weighted averages were calculated from national anthropometric data, considering sex-
specific differences (Table 1). Milk intake rates were based on national averages reported
for liquid milk consumption by age group, with a value of 0.5 L/day for young children,
adjusted proportionally for older groups as reported in ENSANUT, 2022 [42]. These values
were utilized to stratify exposure levels by age and sex, allowing for a more accurate assess-
ment of the dietary risk associated with the intake of AFM1 through CM. The concentration
of AFM1 was determined through chromatographic analysis of commercial CM samples.

Table 1. Characteristics of age groups and estimated daily intake of aflatoxin M1.

Age Group AFM1 IR BW
(Year) (ug/L) (L/day) (kg) EDI
1-2 1.26 0.5 11.1 0.056
34 1.26 045 145 0.039
5-9 1.26 0.4 225 0.022
10-19 1.26 0.35 4 0.01
20-59 1.26 0.25 68 0.005
>60 1.26 0.2 65 0.004

AFMI: mean concentration of AFM1 in milk (pug/L); IR: daily milk intake (L/day); BW: body weight; EDI:
estimated daily intake.

2.7.2. Monte Carlo Simulation for Estimating Carcinogenic Risk Index

To account for the variability and uncertainty associated with exposure to AFM1
through milk consumption, a Monte Carlo simulation (MCS) was performed to estimate
the CRI across different age groups of the Mexican population. The simulation was based
on the following equation, derived from the European Food Safety Authority (EFSA) (2020)
and Kuiper-Goodman (1990) [10,38]:

CRI=EDI x EF x ED x CSF/AT 7)

where EDI = estimated daily intake of AFM1 (ug/kg bw/day); EF = exposure frequency
(days/year, assumed to be 365); ED represents exposure duration in years, defined by age
group; CSF, or cancer slope factor for AFM1, is 0.04 (ug/kg bw /day)~!, as proposed by
Kuiper-Goodman (1990) [38] and endorsed by the EFSA (2020) [10]; and AT = averaging
time for carcinogens (25,550 days = 70 years x 365 days).

The AFMI1 concentration was modeled using a triangular distribution based on ex-
perimental data: minimum: 0.02 pg/L; maximum: 7.62 ug/L; and mean: 1.26 ug/L. The
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triangular distribution of AFM1 was used for 10,000 iterations in each age group for simu-
lation details. For each iteration, a random value of the AFM1 concentration was generated
and used to calculate the EDI and CRI. The simulation produced descriptive statistics for
CRI: mean CRI, 95 percentile (P95) CRI, and maximum CRIL.

2.8. Cluster Analysis

A hierarchical clustering analysis was performed to investigate patterns among com-
mercial CM samples based on four variables: AFM1 concentration (ug/L), retail price
(MXN /L-Mexican peso per liter), type (regular or organic), and heat treatment (pasteur-
ized or UHT). Before the clustering process, the dataset underwent standardization utilizing
Z-scores to mitigate the effects of scale differences among the variables. The clustering
procedure employed the minimum variance method of Ward, with Euclidean distance
serving as the similarity metric. This multivariate technique facilitated the identification of
natural groupings predicated upon similarities in pollution levels, pricing, and production
characteristics. All analyses were conducted utilizing Minitab® 17 Statistical Software State
College, PA, USA.

2.9. Statistical Analysis

All experimental procedures for the extraction, identification, and quantification
of AFM1 were performed in triplicate. The data were expressed as means =+ standard
deviations. Variations in AFM1 concentrations among the CM were evaluated using
one-way analysis of variance, followed by Tukey’s test to discern statistically significant
differences between individual samples. A significance threshold of p <0.05 was established
as statistically significant. All statistical analyses were executed using SPSS software,
version 25.0 (IBM® Corp, Chicago, IL, USA).

3. Results and Discussion
3.1. Sample Origin and Overview of AFM1 Contamination

The geographical sources of the 23 CM samples underscore the extensive distribu-
tion and integration of the dairy market across Mexico. The CM available in Hidalgo is
sourced from nine distinct states: Aguascalientes (one sample), Durango (six), Guanajuato
(one), Hidalgo (two), Jalisco (one), Mexico City (five), Nuevo Leén (two), Puebla (one),
and the State of Mexico (four) (Table S1), situated in the central and northern regions,
thereby indicating substantial interregional supply chain interconnectivity. The average
concentration of AFM1 detected for each CM sample of different state allowed a more
precise visualization and identification of regional differences in contamination levels of
this mycotoxin (Figure 1). This scenario carries significant implications for food safety
management, as contamination issues, particularly concerning AFM1, cannot be solely
attributed to the state where the product is sold; instead, they may also reflect production
and storage practices in other regions of origin. Regulatory monitoring programs should
therefore concentrate on local retail establishments and encompass the entirety of the
dairy supply chain, from primary production on the farm to post-harvest handling and
industrial processing, particularly in producing regions including Durango and the State of
Mexico. In Section 3.3 details the identification and quantification of AFM1 in the collected
CM samples.
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Figure 1. Geographical distribution of AFM1 concentrations (pug/L) in commercial CM samples
collected in Mexico. Data is presented as mean + standard deviation.

3.2. Reliability of the Method

The LLE analytical method, which has been adapted from previously published
procedures, offers a dependable alternative for extracting AFM1 from milk, achieving a
recovery rate exceeding 80% [39,40]. This method is particularly advantageous when access
to immunoaffinity columns is restricted or when high CM sample yields are required.
The analytical method underwent evaluation to ascertain its reliability and suitability for
detecting trace levels in dairy matrices. The calibration curve illustrated linearity within
the concentration range of 0.01 to 0.5 ug/L, with an R? value of 0.9982, and a retention
time of 9.16 & 0.06 min (Figures S1 and S2). Triple analyses of various CM samples,
which were processed under uniform extraction conditions, substantiated the method’s
selectivity. No interference peaks were detected during the retention time of AFM1. The
calculated LOD value of 0.002 pg/L and the LOQ value of 0.008 ug/L were adequate
for identifying levels beneath the regulatory maximum limits established by European
Union and Mexican standards [28,45]. Furthermore, the method’s selectivity was confirmed
through chromatographic analysis of blank and fortified CM samples that were processed
using the identical LLE protocol.

Figure S3 shows representative chromatograms: a CM at a known concentration of
AFM1 labeled as blank (a), a CM sample enriched with 1.0 ug/L of AFM1 (b), and a
commercial CM with the highest concentration of AFM1 identified in this study (c). All
chromatograms were obtained under identical HPLC-FLD conditions and exhibited consis-
tent retention times with no interfering peaks observed, thereby affirming the method’s
specificity and matrix applicability. The recovery of the enriched CM was 81.6%, which
falls within the acceptable range for mycotoxin analysis in complex food matrices, typically
between 70% and 120%, as stipulated by international criteria [46]. The performance pa-
rameters obtained in this study are comparable to those cited in previous work utilizing
solvent-based extraction methods and immunoaffinity column cleaning procedures, thereby
confirming the validity of the analytical approach despite employing a more accessible
LLE protocol [19,39]. Although the immunoaffinity column is commonly regarded as the
reference standard due to its high specificity, it frequently incurs higher costs and single-use
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limitations [47]. Similarly, solid phase extraction provides good reproducibility and the
potential for automation but necessitates meticulous method development to minimize
matrix effects [48,49]. QuUEChERS-based protocols have also been employed to detect
multiple mycotoxins; however, they may lack the selectivity necessary to detect AFM1 at
trace levels [50,51]. In this context, the results indicate that the combination of liquid-liquid
extraction represents a valid and practical alternative for determining a single analyte,
particularly in resource-limited environments. Moreover, the absence of interference peaks
corroborated the method’s selectivity, and the intraday reproducibility (relative standard
deviation < 5%) underpinned the accuracy in quantifying AFM1.

3.3. Identification and Quantification of Aflatoxin M1

All 23 commercial CM samples analyzed contained detectable AFM1 levels, with an
average concentration of 1.64 ug/L. Notably, 73.91% of the CM exceeded the maximum
permissible limits established by Mexican regulations (0.5 ug/L) and European regulations
(0.05 ug /L) [28,45]. Sample B exhibited the highest concentration at 7.62 ug/L, significantly
surpassing the concentrations found in the other CM samples. This particular CM origi-
nated from a nationally distributed milk brand processed in Durango, Mexico, a region
characterized by a semi-arid climate, with low rainfall (less than 500 mm) and extreme
temperatures [52]. In conjunction with suboptimal agricultural and storage practices, these
climatic conditions may facilitate the proliferation of aflatoxin-producing fungi such as
Aspergillus spp. in crops utilized as dairy cattle feed, including maize and sorghum [53,54].
Furthermore, the application of silage in dairy operations presents additional risks if storage
conditions are not meticulously controlled, thereby heightening the likelihood of aflatoxin
formation [55]. Inadequate storage infrastructure in regions supplying feed ingredients may
also contribute to heightened AFM1 levels [56], as evidenced by the findings in sample B.

Mycotoxin contamination may occur at various stages of animal feed production,
encompassing pre-harvest, drying, and storage processes [57]. Insufficient agricultural
practices, inadequate management, and adverse environmental conditions contribute to the
formation of mycotoxins, which can disseminate throughout fungal colonies, contaminating
spores, hyphae, and the surrounding substrate [58,59]. Consuming these contaminated
foods remains the primary route of exposure to mycotoxins in dairy cattle, particularly in
semi-arid regions [59-61].

The remaining 26.8% of CM, which included A, I, ], L, M, and O, remained compliant
with legal limits, demonstrating an average AFM1 concentration of 0.18 ug/L (Figure 2).
The present study’s findings align with prior research conducted across various regions.
Maggira et al. (2021) identified fluctuations in AFM1 levels in raw milk obtained from
distinct locations within Greece, indicating that geographical factors and management prac-
tices may significantly affect contamination levels [18]. Similarly, Kolari¢ and Simko (2023)
substantiated the efficacy of analytical methods for detecting AFM1 in dairy products in Slo-
vakia, emphasizing the necessity of reliable techniques for monitoring this mycotoxin [19].
Furthermore, the research conducted by Buzas et al. (2023) in Hungary highlighted the
urgent need for continuous monitoring to assess exposure to AFM1 among the general pop-
ulation [20]. In Mexico, there are limited studies evaluating the incidence of AFM1 in milk
intended for human consumption. The most recent report documented a concentration of
0.03 ug/L in CM, which remains well within national legal thresholds [22,28]. The presence
of AFM1 in milk primarily reflects the contamination of dairy cattle feed with AFB1, which
is commonly found in cereals, oilseeds, flours, and by-products utilized in feed formulation.
Seasonal factors may also impact the concentration of AFM1 in milk [62,63]. Elevated levels
have been reported during the autumn-winter period compared to the spring—summer
period [64]. This trend correlates with a decreased availability of fresh forage and an
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increased reliance on dry stored feed, which is more susceptible to fungal contamination
under moisture conditions and inadequate storage [64]. Given that the CM samples in this
study were collected during the winter, the heightened AFM1 concentrations observed in
80% of the CM may be partially attributed to this seasonal vulnerability.

8 - #

Aflatoxin M1 (pg/L)
£

ABCDEFGHI JKLMNOPQRSTUVW

Figure 2. Quantification and identification of AFM1 by liquid chromatography in commercial milk.
AFM1 pg/L: micrograms per liter of aflatoxin M1; A-W: cow’s milk; # indicates a statistically higher
value compared to samples analyzed; * indicates a statistically lowest value compared to the samples.
The red horizontal line indicates the maximum limit set by the Mexican standard NOM-243-SSA1-2010
(0.5 pug/L).

3.4. Carcinogenic Risk Assessment of Aflatoxin M1 Exposure

To enhance the assessment of carcinogenic risk associated with chronic exposure to
AFMI1 through CM, an MCS involving 10,000 iterations was conducted. The simulation uti-
lized a triangular distribution characterized by the minimum (0.02 ug/L), mean (1.26 ug/L),
and maximum (7.62 ug/L) concentrations of AFM1 observed in the CM. The findings indi-
cated that all age demographics exhibited significant values for the CRI, with the highest
mean CRI noted in children aged 1-2 years (7.92 x 10%) and 3-4 years (5.07 x 10%). The P95
values surpassed the internationally recognized threshold of 1 x 10* across all age groups,
suggesting that a considerable segment of the population may encounter an elevated cancer
risk throughout their lifetime due to chronic exposure to AFM1 via CM consumption.
The comprehensive results, encompassing mean, P95, and maximum CRI values for each
demographic group, are illustrated in Table 2.

Table 2. Carcinogenic risk index.

Age Group

(yean Mean P95 Max
12 7.92 x 103 157 x 102 3.17 x 102
34 5.07 x 10° 1.02 x 102 2.06 x 10?
59 3.56 x 10° 7.16 x 103 1.45 x 102

10-19 2.12 x 10° 429 x 10° 8.68 x 10°

20-59 147 x 10° 297 x 103 6.01 x 10°
>60 1.72 x 10° 346 x 10° 6.93 x 103

CRE: carcinogenic risk index; P95: percentile 95; Max: maximum value.

Incorporating probabilistic modeling via MCS enhanced the authenticity of the risk
analysis by considering inherent variability and uncertainty in both contaminant exposure
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and population attributes. This methodology is consistent with contemporary guidelines
from the EFSA (2020) and other global organizations endorsing distribution-based risk
assessment models for evaluating carcinogenic mycotoxins [10]. The finding that children
under five presented CRI values far exceeding the reference threshold (1 x 10%) is particu-
larly concerning. Additionally, even adult and elderly groups showed elevated CRI levels,
though to a lesser extent, indicating that this issue affects the population more broadly.

This analysis employed a CSF of 0.04 ug /kg bw/day, as proposed by Kuiper-Goodman
(1990) and subsequently reaffirmed by the EFSA (2020) [10,38]. Given the structural and tox-
icological similarity of AFM1 to AFBI, this parameter was essential for estimating lifetime
cancer risk [3]. The CRI values derived from this study are congruent with earlier research
that has evaluated the cancer risks associated with AFM1 [65-68]. A probabilistic analysis
in Hungary estimated chronic exposure to AFM1 in toddlers using a two-dimensional
MCS [69]. The results indicated exposure levels of up to 3.79 x 10° ug/kg bw /day at the
97.5 percentile, accompanied by a hazard index >1, which signifies a non-negligible health
risk for this age demographic. Similarly, a study conducted in Monterrey, Mexico, identified
AEM1 in 100% of breast CM, with average concentrations measuring 1.70 x 10% ug/L. The
estimated daily intake for infants varied from 1.09 x 103 to 2.02 x 102 ug/kg bw/day,
which exceeded tolerable intake levels and underscored a considerable carcinogenic risk,
especially for children aged 0 to 24 months [70]. The aforementioned external findings
substantiate the data acquired in this study, particularly concerning CRI values among
pediatric populations. Moreover, these findings underscore the pervasive nature of expo-
sure to AFM1 and its significant implications for public health. The continual exceedance
of established risk thresholds across diverse populations and nations further accentu-
ates the necessity for enhanced surveillance, effective risk communication, and robust
preventive measures to safeguard vulnerable consumers, especially infants and young
children [10,71,72].

3.5. Classification of Milk Samples Through Dendrogram Analysis of Contaminants and
Product Attributes

The hierarchical clustering analysis elucidated distinct groups among CM samples
based on similarities in AFM1 concentration, retail price, thermal processing, and organic
labeling. As illustrated in Figure 3, the CM samples are systematically organized along the
X-axis. At the same time, the vertical Y-axis denotes the Euclidean distance to the square,
thereby reflecting the degree of similarity among them. The groups formed at shorter
distances signify CM with more comparable profiles. The B sample exhibited the highest
level of AFM1, and appeared to be isolated or to establish a separate branch, indicating a
distinct contamination or production profile. This pattern may represent specific regional
practices, supply chain conditions, or feed quality associated with that CM. To investigate
contamination patterns in commercial CM, a hierarchical cluster analysis was performed
using four variables: AFM1 concentration (ug/L), price per liter (MXN), milk classification
(regular or organic), and thermal treatment (pasteurized or UHT).

The generated dendrogram (Figure 3) identified three primary clusters illustrating
variations in AFM1 levels and product characteristics. The first cluster included milks
with low AFM1 levels (<0.5 ug/L), featuring several UHT-treated and/or organic CM
samples, such as U and V. The second cluster consisted of CM with moderate AFM1 values
(0.5-2.0 ug/L). In contrast, the third group contained the most contaminated CM, including
sample B (7.62 ug/L), an outlier due to its concentration significantly exceeding interna-
tional safety limits. The groupings above indicate that heat treatment and classification
significantly influence pollution profiles. Prior research has suggested that UHT treatment
may yield lower levels of AFMI1 [73,74].
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Figure 3. Dendrogram of commercial milk samples based on hierarchical cluster analysis. The X-axis
represents individual milk samples, while the Y-axis indicates group distance, reflecting the similarity
between samples based on AFM1 concentration, price per liter, milk classification (regular or organic),
and heat treatment method (pasteurized or UHT).

Nevertheless, AFM1 is widely acknowledged for its heat resistance [72,75], implying
that such variations are more likely to be related to CM sample processing rather than
to the degradation of the toxin. This highlights the necessity for standardized analytical
procedures when comparing CM subjected to diverse heat treatments. Furthermore, the
analysis has demonstrated that elevated prices do not inherently correlate with superior mi-
crobiological quality concerning AFM1 contamination. This observation aligns with prior
reports indicating that brand reputation and perceived value frequently influence pricing
instead of objective quality assessment [76,77]. Interestingly, organic CM tended to group
within the low-risk category; nevertheless, regular CM in the same group indicate that or-
ganic labeling alone fails to serve as a sufficient predictor of reduced contamination [78-80].
The levels of AFM1 are predominantly influenced by factors such as feed quality, storage
conditions, and climate [81,82]. However, the observed trend aligns with the notion that
organic dairy systems may implement more stringent feed sourcing practices. A more
extensive sampling process is required to validate this association.

4. Conclusions

This study investigated the levels of AFM1 in various brands of CM available in Mexico
and assessed the carcinogenic risk index across different age groups. AFM1 was detected in
all CM samples analyzed, with 80% exceeding the maximum limits established by Mexican
and European regulations, which raises significant public health concerns. Notably, the
products under analysis are distributed nationwide and accessible to consumers across
all socio-economic strata, thereby emphasizing a widespread risk of exposure throughout
the country.

Cancer risk estimates derived from EDI and IRC have identified a significantly
elevated susceptibility among children aged 1 to 4 during this crucial developmental
phase. Monte Carlo simulations have corroborated these findings by encompassing var-
ious exposure scenarios and confirming that peak risk levels disproportionately impact
younger demographics.

The findings underscore the urgent necessity to augment national surveillance, par-
ticularly regarding dairy products consumed by children. Regulatory authorities should
prioritize the implementation of AFM1 limits, enhance on-farm feed management and stor-
age protocols, and establish thorough risk-based surveillance strategies that extend beyond
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average exposure assessments. Future research should expand the geographic and seasonal
scope of sampling and examine biomarker-based exposure evaluations, particularly within
vulnerable populations.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com /article /10.3390 /app15116106/s1, Table S1. Characteristics of the collected samples;
Figure S1. The calibration curve for AFM1 was obtained through HPLC-FLD within the range of 0.01
to 0.5 ug/L; Figure S2. HPLC-FLD chromatograms of the AFM1 standard solutions calibration curve
at ascending concentrations. pg/L: micrograms per liter; min: minutes; mV: millivolt; Figure S3.
Chromatograms demonstrating AFM1 in milk samples processed through liquid-liquid extraction
for method selectivity, analyzed by HPLC-FLD: (a) initial concentration of AFM1 in the unfortified
sample; (b) standard concentration enriched with 1.0 ug/L of AFM1; (c) sample B.
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The following abbreviations are used in this manuscript:

AFM1 Aflatoxin M1

AFB1 Aflatoxin Bl

M Cow’s milk

HPLC-FLD  High-performance liquid chromatography with fluorescence detection
EDI Estimated daily intake

CRI Carcinogenic risk index

MCs Monte Carlo simulations

UHT Ultra-high temperature

IARC International Agency for Research on Cancer

ACN Acetonitrile

LLE Liquid-liquid extraction

LOD Limit of detection

LOQ Limit of quantification

IR Daily milk intake

BW The average body weight of the exposed individual
ENSANUT  Encuesta Nacional de Salud y Nutriciéon

EFSA European Food Safety Authority
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Capitulo 4: Liberacion in vitro de aflatoxina M1 durante la digestion enzimatica de las

proteinas lacteas: evaluacion y analisis
4.1. Resumen

Este capitulo presenta un articulo orientado a evaluar la liberacion de AFM1 durante la
digestion enzimatica de proteinas lacteas. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del
tratamiento enzimatico con pepsina y pancreatina sobre la AFM1 presente en leche de vaca
comercial, asi como comparar distintos métodos de extraccion para su cuantificacion antes y
después de la hidroélisis proteica. Para ello, se analizaron siete marcas comerciales de leche
de vaca mediante HPLC y se compararon tres metodologias de extraccion de AFM1. Entre
ellas, el método E3, basado en acetonitrilo (ACN) y extraccion asistida por ultrasonido,
mostr6 la mayor eficacia analitica. Los resultados evidenciaron la presencia de AFMI en
todas las muestras evaluadas, con concentraciones que superaron los limites regulatorios
nacionales e internacionales. Después del tratamiento enzimatico, varias muestras
presentaron un incremento en la concentracion detectada de AFMI1, lo que sugiere la
liberacion de fracciones previamente asociadas a proteinas de la leche durante la hidrolisis.
En conjunto, este capitulo aporta evidencia sugiere que la digestion enzimatica de la matriz
lactea puede modificar la fraccion detectable de AFM1, lo que refuerza la importancia de
considerar la interaccion entre la micotoxina y las proteinas de la leche en la evaluacion de
su comportamiento y riesgo potencial. Asimismo, los hallazgos resaltan la utilidad de

incorporar enfoques de liberacion enzimatica al analisis de AFM1 en productos lacteos.
Nota declaratoria:

Referencia: Monter-Arciniega, A., Cruz-Cansino, N. S., Castafieda-Ovando, A.,
Jiménez-Osorio, A. S., Tello-Solis, S. R., Jiménez-Pérez, C., & Rodriguez-Serrano, G. M.
(2026). In vitro release of aflatoxin M1 during enzymatic digestion of milk proteins:
Evaluation and analysis. Journal of the Science of Food and Agriculture, 106(2), 1407-1413.
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In vitro release of aflatoxin M1 during
enzymatic digestion of milk proteins:
evaluation and analysis
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Abstract

BACKGROUND: Cow's milk is one of the most widely consumed foods worldwide due to its high nutritional value and rich con-
tent of biologically beneficial proteins. However, aflatoxin M1 (AFM1), a mycotoxin recognized for its carcinogenic potential,
has been detected in milk, where it can bind to proteins. This study c ed three hods for extracting AFM1 from com-

mercial milk samples before and after enzymatic digestion with pepsin and pancreatin.
RESULTS: Initial AFM1 concentrations and those following in vitro enzy i ", were ed using hlgh performance
liquid chromatography. Extraction method 3 proved the most effective, combi ac itrile with ultr isted extrac-

tion. AFM1 was detected in all milk samples at concentrations ranging from 0.25 t012 ng L77, exceeding national (0.5 pg L")
and international (0.05 pg L™") regulatory limits.

CONCLUSION: Enzymatic digestion increased AFM1 levels 3.66-fold in four liquid milk samples, suggesting that raw milk mea-
surements might underestimate consumer exposure. Thus, evaluating AFM1 bioaccessibility is essential for accurate toxicolog-

ical risk assessment of milk and dairy products.
© 2025 Society of Chemical Industry.

Keywords: aflatoxin M1; cow's milk; in vitro enzymatic digestion; hydrolysis

INTRODUCTION
Cow's milk is a nutritionally rich food, widely consumed across the
globe for its proteins, lipids, and carbohydrates, which are linked
to benefits for bone, immune, and metabolic health.! Milk pro-
teins are composed mainly of caseins (80%) and whey proteins
(20%).2 Caseins are organized into micellar structures, with
x-casein creating a protective outer layer. These proteins are
amphipathic, hydrophobic, and prone to proteolysis during diges-
tion. In contrast, major whey proteins such as f-lactoglobulin,
a-lactalbumin, and serum albumin remain soluble and signifi-
cantly contribute to milk's nutritional and functional properties.
The high global consumption of liquid milk (LM) and dairy prod-
ucts reflects their versatility in the food industry.* In Mexico, milk
consumption reached 131L per person per year.5 Dairy
production plays a crucial role in the national agricultural sector,
supporting a wide range of products, including pasteurized,
ultra-high-temperature and flavored milk, powdered milk, fer-
mented products, and cheeses.%” In recent years, several global
studies have reported the presence of aflatoxin M1 (AFM1) in
cow's milk from countries such as Bangladesh, Croatia, Ecuador,
Ethiopia, India, Iran, Mexico, Paraguay, and Tunisia.®'® AFM1 is
the hydroxylated hepatic metabolite of aflatoxin B1 (AFB1). It is
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excreted in milk when dairy animals consume feed contaminated
with Aspergillus flavus and A. parasiticus, both fungi known to
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produce AFB1."” The International Agency for Research on Cancer
has classified AFM1 as a Group 1 human carcinogen.'® Although
less toxic than AFB1, several studies have reported associations
of AFM1 with gastrointestinal, immunological, genotoxic, inflam-
matory, and mutagenic effects.'®'® A key factor affecting AFM1
bioavailability is its strong binding affinity to milk proteins, partic-
ularly caseins and a-lactalbumin, through non-covalent interac-
tions involving polar and hydrophobic amino acid residues.?>>*
Pepsin and pancreatin are essential digestive enzymes. Pepsin,
secreted in the stomach, initiates the hydrolysis of proteins.®
Meanwhile, pancreatin - a mixture of amylases, lipases, and
proteases — acts in the small intestine to digest carbohydrates,
fats, and proteins. These enzymes can break milk proteins into
smaller peptides, potentially altering AFM1-protein interactions
and facilitating their release into the aqueous phase.?®

Strategies to reduce AFM1 bioavailability, such as applying lactic
acid bacteria in in vitro enzymatic digestion (IED) models, have
been investigated.?”?® However, little is known about the release
of AFM1 from protein matrices during gastrointestinal hydrolysis.
The behavior of AFM1 during milk protein hydrolysis remains
uncharacterized. This study quantifies AFM1 concentrations
before and after enzymatic digestion of commercial milk, provid-
ing new insights into its bioaccessibility and potential underesti-
mation of dietary exposure.

MATERIAL AND METHODS

Reagents

Seven commercial cow's milk brands were analyzed, comprising
pasteurized (A-D) and ultra-pasteurized (E-G) LM, all packaged
in Tetra Pak and purchased from retail stores in Pachuca, Hidalgo,
Mexico. AFM1 quantification employed a certified standard from
Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). Milk samples were purified
using Oasis Hidrophilic-Lopophilic Balance (O-HLB) solid-phase
extraction (SPE) cartridges (3 cc Vac Cartridge, 30 pm particle size,
60 mg sorbent; Waters Corporation, Milford, MA, USA). High-
performance liquid chromatography (HPLC)-grade solvents,
including acetonitrile (ACN), methanol (MeOH), dichloromethane
(DCM), acetone (ACT), n-hexane (HEX), and acetic acid, were
obtained from JT Baker (Centre Valley, PA, USA). All procedures
used HPLC-grade deionized water (DW). The IED process was car-
ried out with pepsin from porcine gastric mucosa (23200 U mg™'
protein, 30 kDa), pancreatin from porcine pancreas (4x USP spec-
ifications), sodium cholate hydrate (C;4Hs9sNaOsxH,0), sodium
deoxycholate (C,4H39Na0,), and cellulose dialysis membranes,
all purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

AFM1 extraction
Three different methodologies
extraction of AFM1:

Extraction 1 (E1). Each 40 mL LM sample passed through a pre-
conditioned SPE cartridge (O-HLB), which was previously
hydrated with 5 mL ACN and 10 mL DW. A DCM:ACT (95:5, v/v)
solution (6 mL), followed by 10 mL hexane, eluting the cartridge.
The eluate was evaporated to dryness in a rotary evaporator
(Biichi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland) at 50 °C.2° The dried
extract was reconstituted with 250 uL ACN and filtered through a
0.45 pm polytetrafluoroethylene membrane filter (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany).

Extraction 2 (E2). This method was adapted from Wang et al,*
with modifications. The SPE cartridge was preconditioned using
5mL MeOH and 5 mL DW. 40 mL LM passed through a new

were employed for the
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cartridge for each sample. The cartridge was eluted with 5 mL
MeOH, and the eluate was evaporated to dryness using a rotary
evaporator. The residue was then reconstituted in 250 uL ACN
and filtered through a 0.45 pm membrane filter.

Extraction 3 (E3). Each 40 mL milk sample was mixed with
160 mL ACN in a 250 mL centrifuge tube. After resting for 10 min,
the mixture underwent sonication in an ultrasonic bath (Elma,
Hohentwiel, Singen, Germany) for 30 min. Centrifugation was per-
formed at 10 000 rpm for 10 min at 4 °C. The supernatant was
then concentrated to 2 mL using a rotary evaporator at 50 °C.
Subsequently, 4 mL DW was added, and the pH was adjusted to
5.0 +£ 0.2 using a monobasic potassium buffer (pre-adjusted
to pH 2.0 with 1 mol L~" HCI). The SPE cartridge underwent thor-
ough preconditioning with 2 mL ACN, followed by 2 mL DW. Each
sample passed through the cartridge, and elution was carried out
with 4 mL ACN.3' The eluate was evaporated to dryness, and the
final residue was reconstituted in 250 puL ACN and filtered through
a 0.45 pm membrane. Each sample underwent triplicate analysis,
ensuring a comprehensive evaluation of the results.

In vitro enzymatic digestion

20 mL of each LM sample was placed in 50 mL Falcon tubes. The
pH was adjusted to 2.0 using 6 mol L™" hydrochloric acid, and
120 pL of a pepsin solution from porcine gastric mucosa
(23200 U mg™" protein, 30 kDa), prepared at 40 mgmL™" in
0.1 mol L™ hydrochloric acid, was added. Samples were incu-
bated for 2 h at 37 °C with constant agitation at 60 rpm in an
orbital shaker incubator (Labtech Co., Mukakuning, Batan,
Indonesia). After incubation, 1.5 mL of a bile-pancreatin solution
was added, containing 12.5mg sodium cholate hydrate,
12.5 mg sodium deoxycholate, and 5 mg pancreatin from porcine
pancreas (4x USP specifications), all dissolved in 1 mL of
0.1 mol L™" sodium bicarbonate. The mixture was homogenized
using a vortex mixer (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA). A
12 kDa cellulose dialysis membrane (15 cm long x 3.3 cm wide)
was pre-treated by boiling in deionized water for 1 h. The
digested sample was transferred into the prepared dialysis bag,
which was then sealed with 50 mm dialysis tubing closures. Dial-
ysis was conducted in a 0.1 mol L™" sodium bicarbonate solution
at pH 7.5 for 16 h at 37 °C under constant shaking at 60 rpm.*?
The dialyzed fraction of each LM sample was subsequently used
for AFM1 extraction and quantification via the E3 method.

Identification and quantification of AFM1

A standard calibration curve for AFM1 was prepared using serial
dilutions ranging from 0.25 to 12 pg L™', based on a stock solu-
tion of AFM1 at 100 ug mL™" that was reconstituted in ACN.
Quantification was conducted using HPLC with ultraviolet
(UV) detection (Waters Corporation). The system comprised a sol-
vent delivery module, an autosampler, and a photodiode array UV
detector (Model 2996-A) fitted with a reversed-phase C18 column
(4.6 x 150 mm, 5 pm; Waters Corporation). The mobile phases
used were ACN (phase A) and 0.1% acetic acid in water (phase
B). The injection volume was 20 pL, with a 1 mL min~" flow rate
over a 35 min run. The gradient elution conditions were as fol-
lows: 0-11 min (25% A-75% B), 11-15 min (70% A-30% B), 15—
25 min (70% A-30% B), 25-26 min (25% A-75% B); 26-35 min
(25% A-75% B). AFM1 was detected at a wavelength of 365 nm.
Chromatographic data were processed using Empower Personal
software, version 6.01.2154.026 (Waters Corporation).>
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Release of AFM1 in milk after enzymatic digestion

Method validation for AFM1 quantification

The analytical method was validated according to the Interna-
tional Council for Harmonisation guidelines;**> and the main
parameters are summarized in Table 1.

Statistical analysis

All analyses were performed in triplicate using three independent
batches. Results are presented as mean =+ standard deviation. A
one-way analysis of variance was carried out to assess statistically
significant differences among the extraction methods (E1-E3)
before and after enzymatic hydrolysis. Tukey's test was applied
for multiple comparisons, with a significance level set at
P < 0.05. Statistical analyses were conducted using SPSS software,
version 25.0 (IBM, Armonk, NY, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Identification of AFM1

Figure 1 illustrates the chromatographic profiles of AFM1
obtained through HPLC. The AFM1 standard (Fig. 1(a)) had a
retention time of 19.04 + 0.22 min, with a detection wavelength
(4) of 365 nm. The chromatograms of the initial (F) sample
(Fig. 1(b)) and post-lED (Fig. 1(c)) are also presented. The detection
and quantification limits were 0.09 and 0.28 ug L™, respectively.
Among all the samples analyzed, the lowest concentration of
AFM1 was detected at mark E (0.66 + 0.02 ug L™"), while mark B
exhibited the highest level (7.09 + 0.05 pg L™"). These findings
align with those of Herzallah et al.** who reported AFM1 concen-
trations ranging from 0.51 t0 2.79 ug L™ in milk samples analyzed
by HPLC-UV detection using SPE for toxin purification. Various
studies have confirmed the widespread presence of AFM1 in LM
intended for human consumption in Mexico. Reports consistently
indicate AFM1 detection in 100% of tested samples. Concentra-
tion levels ranging from 0.1 to 23.1 pg L™" have been documen-
ted using HPLC and enzyme-linked immunosorbent assay

techniques.'®**%°
Table 1. Method validation p for afl M1 (AFM1)
quantification using HPLC
Parameter Value Description
Limit of 0.094 ug L™ Based on the standard deviation
detection of the intersection and the
Limit of 0285pug L™’ slope of the calibration curve
quantification
Recovery 81.8% Evaluation was performed by
adding a known concentration
of AFM1 (05 pgL™ ") toa
previously analyzed LM
sample
Repeatability 2.51% Evaluated by calculating the
relative standard deviation of
three repeated injections of
liquid milk
Linearity 0.9974 Coefficient of determination of

the calibration curve of AFM1
(0.25-12.00 pg L")
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Aflatoxin M1 extraction analysis

The extraction method used for AFM1 from LM is crucial for
obtaining reliable analytical results.>® SPE has been extensively
employed to purify and concentrate analytes, such as aflatoxins,
in food matrices. This method uses cartridges containing solid sor-
bents that selectively retain and elute analytes based on their
hydrophobic interactions. O-HLB necessitate preconditioning
with organic solvents followed by water, or a combination of
the two, to activate the stationary phase and improve analyte
interaction.* The choice of solvent is determined by the analyte's
polarity and the chemical nature of the sorbent. O-HLB sorbents
are designed to be compatible with both polar and non-polar sol-
vents. Recommended activation includes ACN, MeOH, and water.
Previous reports indicate that the polymeric reverse-phase matrix
of O-HLB enables efficient cleanup and AFM1 purification from
cow's milk, with reported recovery rates ranging from 75% to
92.6%.%°2"424! This study applied three extraction protocols
(E1-E3) using O-HLB cartridges, each with different elution sol-
vents: DCM-ACT-HEX in E1, MeOH in E2, and ACN in E3. Among
these, E3 yielded the highest AFM1 recovery, demonstrating
3.06- and 4.60-fold increases compared to E1 and E2, respectively
(Fig. 2). The enhanced performance of E3 may be attributed to
ultrasonic treatment, which has been demonstrated to promote
the release of analytes from food matrices.*® In this context,
ultrasound-assisted sonication may have disrupted protein-toxin
interactions, especially between AFM1 and caseins, facilitating its
migration into the aqueous phase.***> Furthermore, ACN is a
polar aprotic solvent with a low affinity for proteins, making it
highly effective in extracting AFM1 from complex matrices.*®
Combining sonication and acetonitrile elution proved the most
efficient approach for recovering AFM1 from LM.

MeOH, used in extraction method E2, is a solvent commonly
employed in aflatoxin extraction because of its polarity, ability
to solubilize a wide range of compounds, acceptable recovery
rates, and low cost.>'*” However, the AFM1 concentrations recov-
ered in this study (0.37 + 0.03 to 1.07 + 0.02 pg L™") indicate that
MeOH was less efficient than ACN, likely due to its higher polarity,
which may restrict interaction with the hydrophobic regions of
AFM1. In contrast, the solvent mixture used in E1 (DCM-ACT-
HEX) did not effectively extract AFM1, possibly due to differential
distribution between solvent phases. Variations in solvent polar-
ity, solubility, and chemical affinity with the toxin may have influ-
enced this.*® Based on these findings, E3 has been chosen as the
preferred extraction method for the subsequent analysis of AFM1
concentrations before and after enzymatic hydrolysis.

Quantification of AFM1

The AFM1 concentrations detected in the analyzed LM samples
(A-G) exceeded both the national maximum permissible limit
(050 pgL™") and the international regulatory threshold
(0.05 pg L™').*>*° The findings, summarized in Fig. 3, align with
results reported earlier in various countries, including
Mexico.®'® These data highlight a persistent global problem
linked to poor storage practices of animal feed and fodder for live-
stock. Such practices promote fungal contamination, particularly
by Aspergillus species, leading to the subsequent production of
AFB1. After ingesting contaminated feed, AFB1 is metabolized in
the liver of lactating animals into AFM1, which is then excreted
in milk>" Although AFM1 is about ten times less toxic than
AFB1, it remains a concern due to its established carcinogenic,
genotoxic, and immunosuppressive properties.'®'? These find-
ings highlight concerns regarding exposure to AFM1 from milk
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Figure 1. High-performance liquid chromatograms of aflatoxin M1 (AFM1): (a) AFM1 standard with a retention time of 19.04 + 0.22 min at 4 = 365 nm;

(b) chromatogram of milk sample F prior to in vitro enzymatic digestion; (c) cl

Aflatoxin M1 (ug L")

E2

Extraction method

E3

Figure 2. Aflatoxin M1 concentrations (ug L™") in cow's milk samples
were extracted using three methods; (A-G) commercial cow’s milk brands;
(E1) dichloromethane-acetone-n-hexane; (E2) methanol; (E3) acetonitrile.

consumption, especially among vulnerable groups such as chil-
dren and adolescents with high dairy intake.

In vitro enzymatic digestion of AFM1

Pepsin and pancreatin are digestive enzymes that hydrolyze pro-
teins into smaller peptides, facilitating absorption in the small
intestine.?>?® Table 2 presents AFM1 concentrations measured

Aflatoxin M

“* 39,37

hr g of AFM1 following in vitro enzymatic digestion of sample F.

before and after enzymatic hydrolysis. Four samples showed a sig-
nificant release of AFM1 following digestion, with increases rang-
ing from 2.95 + 0.20 to 4.58 + 0.03 pg L™', exceeding the initial
AFM1 levels. Among them, milk E exhibited the highest AFM1
release during digestion. Milk proteins, including caseins and
whey proteins such as a-lactalbumin and g-lactoglobulin, possess
amphipathic structures that enable them to bind and transport
various bioactive and toxic compounds, including mycotoxins.?®
Reports indicate that over 80% of AFM1 strongly binds to the
hydrophobic domains of casein micelles and specific regions of
whey proteins through non-covalent interactions involving aro-
matic and polar amino acid residues.?*?* Jiménez-Pérez et al.**
also noted the high-affinity binding of AFM1 to a-lactalbumin
via hydrophobic interactions, forming stable complexes. Milk pro-
teins undergo progressive hydrolysis during digestion under acid
and neutral pH conditions. This process leads to the cleavage of
peptide bonds (—CO—NH—) and the disruption of protein-ligand
complexes. In simulated gastrointestinal environments, pepsin
initiates proteolysis in the stomach and pancreatin-mediated
hydrolysis in the small intestine. The reported degrees of hydroly-
sis for milk proteins range from 30% to 60%, depending on enzy-
matic activity, exposure time, and matrix complexity. This
enzymatic breakdown facilitates the release of previously bound
compounds, including AFM1, into the aqueous phase.?*?'°%%3
Following enzymatic hydrolysis, the observed increase in AFM1
concentrations suggests that protein matrix degradation altered
the AFM1-protein interaction, releasing previously bound toxins.

1 (ugL™) @
0.18

Figure 3. Geographic distribution of aflatoxin M1 (ug L") concentrations reported in different places worldwide. Values were sourced from published
literature. Countries without shaded areas indicate regions for which no original data were available in the reviewed sources.
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Release of AFM1 in milk after enzymatic digestion

Table 2. Aflatoxin M1 (AFM1) levels (ug L™") in commercial liquid
milk (LM) before and after in vitro enzymatic digestion, including
fold-release values

LM sample Initial Final Fold-release®
A 1.23 + 0.02ef 4.42 + 0.03f 3.59 + 0.08b
B 7.09 + 0.05a 5.81 + 0.06b —_
C 5.14 + 0.06c 471 + 0.06e —_
D 1.64 + 0.10de 4.81 + 0.05de 2.95 + 0.20c
E 1.07 + 0.02f 4.89 +0.07d 4.58 + 0.03a
F 1.99 +0.11d 7.00 + 0.04a 3.52+0.19b
G 5.87 + 0.24b 5.04 + 0.06¢ —_

Values are expressed as mean =+ standard deviation from three inde-
pendent replicates. Different lower-case letters within the same row
indicate statistically significant differences (P < 0.05).

? Fold-release is described as the relationship between AFM1 concen-
tration before and after in vitro digestion.

Similar findings were reported by Romero-Sénchez et al.,**** who

demonstrated enhanced availability of AFM1 after simulated gas-
trointestinal digestion, supporting the notion that enzymatic
hydrolysis increases the intestinal bioaccessibility of this toxin
mycotoxin. This outcome provides clear evidence of increased
AFM1 bioaccessibility during gastrointestinal digestion, directly
enhancing its potential for intestinal absorption and toxicological
impact. Such findings highlight a critical gap in current regulatory
risk assessments, as reliance solely on AFM1 concentrations in
undigested milk likely leads to a substantial underestimation of
consumer exposure. Therefore, integrating bioaccessibility data
into food safety evaluations is imperative to ensure more reliable
and protective toxicological risk assessments.

Conversely, samples B, C, and G displayed lower AFM1 concen-
trations after hydrolysis, which may be due to the saturation of the
SPE column. This phenomenon arises when the cartridge's active
sites become fully occupied, restricting further analyte retention.
When AFM1 concentrations are high (5.14 + 0.06 to 7.09
+ 0.05 pg L") and the milk matrix is abundant in proteins, lipids,
and carbohydrates, the sorbent capacity of the O-HLB cartridge
(6 mg) might be exceeded, potentially hindering AFM1 recov-
ery.'*® Consequently, some analytes may pass through unre-
tained, resulting in an underestimation of AFM1 content. A
similar shift in the distribution has been observed in goat's milk,
where elevated initial AFM1 levels modified its binding behavior
and matrix interactions.?’

CONCLUSIONS

The extraction methods utilized in this study enabled the quanti-
fication of AFM1 in commercially available milk samples. Method
3, incorporating ACN and ultrasound-assisted extraction, proved
the most effective for recovering AFM1. Additionally, the enzy-
matic hydrolysis of milk proteins using pepsin and pancreatin pro-
moted the release of AFM1 bound to the protein matrix, which led
to higher aqueous-phase concentrations in four out of seven
samples.

Regarding food safety, AFM1 concentrations in all analyzed
samples exceeded the maximum limits established by Mexican
regulations (NOM-243-SSA1-2010) and European Union stan-
dards, indicating a potential risk to public health. Overall, these
findings provide new evidence that in vitro enzymatic digestion
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increases the release of AFM1 from the milk protein matrix,
thereby enhancing its bioaccessibility and potentially elevating
toxicological risks to consumers. The observation of higher
AFM1 concentrations after digestion in more than half of the sam-
ples indicates that assessments based solely on raw milk may sub-
stantially underestimate actual exposure. These results
underscore the importance of reinforcing good agricultural and
storage practices for livestock feed to reduce contamination by
aflatoxin-producing fungi and, consequently, minimize AFM1
levels in milk and dairy products. Furthermore, regulatory agen-
cies should consider integrating bioaccessibility data from
in vitro digestion models into routine food safety monitoring.
Such an approach would strengthen risk assessment and support
the development of more protective public health policies, partic-
ularly for vulnerable populations with high milk consumption.
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Capitulo S: Efecto de la termoultrasonicacion en la respuesta de aflatoxina M1 medida

por cromatografia liquida de alta resolucion en sistemas modelo
5.1 Introduccion

La problematica principal referente a la AFM1 ya no se circunscribe a la deteccion de
esta micotoxina en leche comercial, sino a la estrategia de tratamiento capaz de modificar su

estructura y potencialmente, su toxicidad.

Las estrategias a nivel de intervencion dentro de la cadena de produccion y
transformacion lactea de control de AFM1 se han abordado en dos niveles principales. En la
primera fase, se ha recurrido al uso de adsorbentes en el alimento del ganado (arcillas,
zeolitas, levaduras) y a buenas practicas de manejo del alimento para reducir la presencia de
la AFBI1; estas practicas incluyen el secado adecuado de granos y forrajes antes del
almacenamiento, el control de la humedad y la temperatura, la ventilacion de silos y bodegas,
la rotacion del inventario, la exclusion de lotes visiblemente deteriorados y el monitoreo
periddico de AFB1 en materias primas y raciones. Aunque efectivas, estas medidas dependen
de la gestion agricola y muestran una eficacia variable entre sistemas de produccion (Ceniti

et al., 2021; Panwar et al., 2019; Sanaldi et al., 2023).

En la propia leche, se han estudiado tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos
dirigidos a disminuir la concentracion o la biodisponibilidad de AFM1, incluidos procesos
térmicos intensificados, radiacion UV, ozonizacion, fermentacidon con bacterias acido-
lacticas o la accion de enzimas especificas. Sin embargo, muchas de estas aproximaciones
enfrentan limitaciones relacionadas con la necesidad de aditivos, la posible formacion de
productos de degradacion indeseables o la alteracion de las propiedades fisicoquimicas y

sensoriales (Fakhrabadipour et al., 2023; Gu et al., 2019; Nguyen et al., 2022, 2025).

En este contexto, la TUS se ha presentado como una tecnologia con potencial para
inducir transformaciones quimicas en moléculas termoestables mediante la combinacion de
ultrasonido de alta potencia y temperatura moderada. La cavitacion acustica generada durante

la TUS produce condiciones locales de temperatura y presion, microchorros y radicales
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libres, que podrian inducir modificaciones estructurales en las AF (Asaithambi et al., 2022;

Bariya et al., 2023; Crudo et al., 2014: Shen et al., 2027).

Estudios previos han demostrado que el ultrasonido y sistemas similares son capaces
de alterar la estructura de la AFB1 y otros compuestos, mediante mecanismos asociados a la
cavitacion, la oxidacion sonoquimica y la generacion de especies reactivas, permitiendo
identificar productos de degradacion y proponer rutas estructurales de modificacion de la
toxina (Basso et al., 2023; Jang & Min, 2025; Liu et al., 2019; Su et al., 2024). En conjunto,
estos trabajos han aportado evidencia de las posibles alteraciones de los grupos estructurales
relevantes para su toxicidad, incluso en sistemas combinados con fermentacion o agua
activada por plasma; sin embargo, la informacién disponible sigue concentrandose
principalmente en AFB1, en matrices distintas de la leche y en indicadores de degradacion
quimica. En particular, aiin se conoce poco sobre como la TUS modifica la respuesta analitica
de AFMI1 en métodos como HPLC-FLD, es decir, su sefal de deteccion y cuantificacion,
incluyendo cambios en el area del pico, la intensidad de fluorescencia, el tiempo de retencion
o la posible formacion de compuestos de transformacion que interfieran con su

determinacion.

Por lo que, el presente capitulo se centra en evaluar el efecto de la TUS sobre el
comportamiento analitico de la AFM1 en un sistema controlado. Para ello, se empled una
solucion estandar de AFM1 a una concentracion de 0.8 pg/mL en una solucidon amortiguadora
de fosfatos (0.1 mM a pH 6.8), sometiendo alicuotas (15 mL) a diferentes combinaciones de
tiempo y amplitud ultrasonica, bajo condiciones de temperatura moderada. La cuantificacion
mediante HPLC-FLD después del tratamiento permitio determinar las variaciones en la sefial
analitica asociada a AFM1 y aportar evidencia sobre la diferencia entre pérdida analitica de

sefal y posible transformacion estructural de la molécula.
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5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Reactivos y preparacion de soluciones

La AFM1 se obtuvo de Enzo Life Sciences® (Nueva York, E.U.A.) con una pureza >
95%. cada vial, con un contenido de 0.1 mg de AFM1, se reconstituyo con 1.0 mL de ACN
de grado HPLC (pureza > 99%) para obtener una solucién madre de 100 pg/mL de AFM1en.
La solucion se almacend en frascos &mbar a 4 °C, protegida de la luz, de acuerdo con las

condiciones de conservacion recomendadas para estindares de aflatoxinas en solucion.

Para el sistema modelo, se prepar6 una solucion de trabajo de AFMI a una
concentracion final de 0.8 pg/mL en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 mM,
ajustada a pH 6.8. Para ello se utilizaron dos soluciones madre reconstituidas. A partir de esta
solucion, se transfirieron alicuotas de 15 mL a matraces de doble revestimiento. Todas las
muestras sometidas a los tratamientos de TUS presentaron la misma concentracion inicial de
AFMI. El agua desionizada se obtuvo de un sistema de purificacion Millipore Rephile

(Rephile Bioscience®, India).
5.2.2 Disefio experimental

El efecto de la TUS sobre la respuesta analitica de AFM1 se evalué mediante un DECC
de superficie de respuesta con dos factores independientes y puntos axiales. Los factores
evaluados fueron tiempo de tratamiento (min), en el rango de 5 a 15 min y amplitud

ultrasonica (%), en el rango de 70 a 90%.

Cada factor se codifico en cinco niveles (—a, —1, 0, +1, +a), donde a corresponde al
valor de rotabilidad del disefio (a0 = 1.41). El disefio incluy6 4 puntos factoriales, 4 puntos
axiales y 4 réplicas en el punto central, para un total de 12 combinaciones de tratamiento. Se
incluy6 un control sin aplicacion de TUS, que consistid en una alicuota de AFM1 conservada
en el mismo sistema modelo, sin exposiciéon a ultrasonido ni a tratamiento térmico

independiente. (Tabla 1).
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Para cada condicion experimental se procesaron tres réplicas independientes. Durante
los tratamientos, la temperatura de la muestra se monitoreo con un termémetro digital de

sonda, registrando la temperatura inicial y final de cada tratamiento (Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental central compuesto

Cédigo T(i:::;;go Anzﬁ)/‘l)i)tud
-1, -1 5 70
-1, +1 5 90
+1, -1 15 70
+1, +1 15 90
-a, 0 3 80
+a, 0 17 80
0, -a 10 66
0, +a 10 94
0,0 10 80
0,0 10 80
0,0 10 80
0,0 10 80

En todos los ensayos del DECC, la temperatura de entrada se mantuvo en promedio a 38 £ 0.3 °C y la
temperatura de salida a 45+ 0.9 °C

5.2.3 Tratamientos de TUS

Los tratamientos de TUS se aplicaron con un equipo de ultrasonido de potencia de tipo
sonda a 130 vatios (Cole-Parmer Instrument Company, Illinois, EUA) de watts 130, kHz
50/60 y VAC 220 equipado con una punta de titanio, unido a un bafio de recirculacion a una

temperatura constante de 40 °C para controlar la temperatura de salida de las alicuotas.

La sonda ultrasonica se coloco a una profundidad constante de 0.5 cm respecto a la
superficie de la muestra, evitando el contacto con las paredes y la parte inferior del
contenedor. Esta posicion se ajustd mediante un soporte fijo, antes de cada tratamiento para
mantener condiciones geométricas uniformes entre las corridas experimental. Al finalizar

cada tratamiento, se enfriaron inmediatamente en bafio de hielo y se almacenaron a 4 °C hasta
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su andlisis. La alicuota sin tratamiento se almacend en las mismas condiciones y se utilizo

como control experimental.
5.2.4 Cuantificacion de AFM1 por HPLC-FLD

La deteccion y cuantificacion de AFMI1 después de los tratamientos del DECC se
realizd mediante HPLC-FLD en un sistema LC-20AD (Shimadzu Corporation®, Japon)
equipado con auto muestreador (SIL-20AC XR), detector de fluorescencia (RF-20A XS),
horno (CTO-20A), unidad de desgasificacion (DGU-20A-5R) y un mddulo de comunicacion
(CBM-20A, Shimadzu Corporation®, Japon).

La separacion cromatografica se llevo a cabo en una columna de fase reversa C18 (250
x 4.6 mm, 5 pm) ODS Hypersil™ (Thermo Scientific®, USA) mantenida a 30 °C. La fase
movil estuvo compuesta por agua:ACN 60:40 (v/v), con un flujo de 0.4 mL/min durante 15
min en modo isocratico. El volumen de inyeccion fue de 20 pL. La deteccion de AFMI1 se
realizd a una Aexc=365 nm y Aen=435 nm. La identificacion del analito se basd en la
comparacion en el tiempo de retencion obtenido en las muestras y el estindar de AFM1
analizado bajo las mismas condiciones cromatograficas y en la coincidencia de las
propiedades espectrales del detector de fluorescencia. Los cromatogramas se procesaron con
el software del sistema HPLC LabSolutions® version 5.87.1 (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japon). La integracion del area del pico de AFMI se llevé a cabo conforme a los pardmetros
establecidos durante la calibracion del sistema. Para cada condicion de TUS, se calculo la
concentracion de AFM1 a partir de la curva de calibracion externa (0.2 a 1.0 pg/mL) y se

expreso en pug/mL.
5.2.5 Confiabilidad y eficacia analitica del método

El procedimiento analitico para la cuantificacion de la AFM1 fue validado de acuerdo
con las directrices del International Council for Harmonization (ICH, 2005). Se tomaron en
cuenta los parametros de linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,

selectividad, precision y recuperacion (ver Capitulo 3).
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5.2.6 Analisis estadistico de los datos

Los resultados de la cuantificacion de AFM1se reportaron como media + desviacion
estandar (DE) de tres réplicas independientes. Las diferencias entre las distintas condiciones
experimentales y control se evaluaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una
via, seguida de la prueba post hoc de Tukey. Se considerd un nivel de significancia de p <

0.05.

Adicionalmente, se ajustdé un modelo de superficie de respuesta (MSR) de segundo
orden para describir el efecto combinado del tiempo (X1) y la amplitud (X:) de la onda sobre
la respuesta relativa de AFM1 (Y). Para este proposito, se emplearon los datos del DECC

(Tabla 2) y se utiliz6 la forma general del modelo cuadratico (Ecuacion 1)
Y =Bo + Bi X1 + P2Xo + PriXiP BuXo?+ Biz2 XiXo 1

Donde Y': variable respuesta de AFM1 por HPLC-FLD, Bo: coeficiente constante, 31
B2: coeficiente de regresion de los términos lineales, P11 y P22: coeficientes de regresion
cuadraticos, B12: coeficientes de interaccion, X: y Xz son las variables codificadas de tiempo

y amplitud, respectivamente.

Se evalud la significancia estadistica de los coeficientes lineales, cuadraticos y de
interaccion mediante un ANOVA del MSR, considerando p < 0.05 como criterio de
significancia. Asimismo, se determiné el coeficiente de determinacion R2. Las superficies de

respuesta y las curvas de nivel se llevaron a cabo con el software NCSS®.
5.3 Resultados y discusion

La identificacion de la AFM1 se confirm6 mediante un tiempo de retencion de 10.6 £
0.06 min bajo las condiciones cromatograficas establecidas. La cuantificacion por HPLC-
FLD en los sistemas modelo mostrd que el tratamiento por TUS modifico estadisticamente
la senal cromatografica de la AFMI1 en comparacion con el control sin tratamiento (0.8

ug/mL, Figura 2).

En los puntos factoriales del DECC, los tratamientos de 5 min — 70% y 3 min — 80%
de longitud de onda generaron la mayor sefial de AFM1 con 2.55 + 0.02 pg/L 'y 1.72 + 0.02
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ng/L, respectivamente, equivalente a incrementos 2—-3 veces respecto al control. Estas
condiciones sugieren que exposiciones breves a TUS, especialmente a baja amplitud,
favorecen una mayor respuesta, posiblemente debido a la desagregacion de la micotoxina o
a cambios en el entorno molecular que incrementan la eficiencia de excitacion/emision del
fluoroforo, en linea con los efectos descritos para la AFM1 en diversos microambientes

(Aghamohammadi et al., 2007; Bagheri et al., 2018).

Se ha documentado que la fluorescencia de las aflatoxinas puede verse afectada por el
entorno molecular y por interacciones supramoleculares, como las descritas para AFMI1 en
presencia de ciclodextrinas o en sistemas de interacciéon con biomoléculas (Franco et al.,
1998; Huang et al., 2022). Asimismo, algunos estudios han mostrado que el ultrasonido
puede promover la transformacién quimica de AFB1 mediante cavitacion actstica, oxidacion
sonoquimica y formacién de ROS (Liu et al., 2019; Su et al., 2024; Jang & Min, 2025). En
contraste, extender el tiempo a 15 min a 70 0 90% de amplitud redujo la sefial a 0.58—0.60
ng/L (aproximadamente 67—69% del control de 0.87 ug/L), lo que indica un efecto que tiende

a disminuir la respuesta aparente a medida que se prolonga el tratamiento.

A un tiempo fijo de 10 min, la concentracion aparente de AFM1 fue significativamente
mayor en los extremos del rango de amplitud (66% y 94%, aproximadamente 1.03 — 1.14
veces mas que el control). Los puntos factoriales en el eje a 80% de amplitud de onda (3 y
17 min) también estuvieron por encima del minimo central (1.72 y 0.67 png/L,

respectivamente).

El modelo cuadratico permitié generar la superficie de respuesta (Figura 3). Los
coeficientes lineales de tiempo y amplitud, asi como los términos cuadraticos y de
interaccion, resultaron estadisticamente significativos (Tabla 2). Esto confirma la
contribucion conjunta de ambos factores y de su interaccion al modelo obtenido a partir de
los datos experimentales. E1 modelo predijo un minimo local en torno a 10 min y 80% de
amplitud, coincidiendo con las mediciones experimentales en el punto central (~0.25 pg/L)
(Figura 2). En las zonas extremas del dominio experimental, la superficie de respuesta

aumentd, como se observa en la Figura 3.

78
M. en C. Araceli Monter Arciniega



Aflatoxina M1 (ng/mL)

255

2.0

15

1.0

0.5

0.0

b
C :: C
] d ! d
f £ 2
T N g
= (110
> Q° Qe S S N S R S NN S OIS
gﬁ\ ® & S S S LFS S S S
T T T T FTITIFTST &S
NCHEN N W P 8 g R
Tratamiento

Figura 2. Concentracion de AFM1 (ug/mL), obtenida por HPLC-FLD del DECC, incluido
el control sin aplicacion de TUS. Los resultados se reportan como media + DE de
experimentos independientes realizados en triplicado. *# superindices distintos indican

diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos (p < 0.05).
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Figura 3. Superficie de respuesta del modelo cuadratico del DECC.
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Tabla 2. Parametros estimados del DECC

Coeficiente de

Pardmetro Grados de Coeficiente Error Valor t Nivel de determinacion
libertad de regresion estandar probabilidad .
parcial
Intercepto 1 31.78
Tiempo 1 -1.141 0.204 -5.58 0.001 0.33
Amplitud 1 -0.610 0.154 -3.97 0.007 0.17
Tiempo”2 1 0.021 0.004 5.58 0.001 0.33
] A
Ampé”“d 1 0.003 0.001  3.36 0.015 0.12
; *
Tiempo®™A 0.008 0.002 328 0.017 0.1
mplitud

Los términos con p < 0.05 se consideran estadisticamente significativos para explicar la variabilidad en la
respuesta. El ajuste global del modelo se resume en el ANOVA de la Figura 3 (R?: 0.88).

La disminucién de la sefal integrada en el tiempo de retencion caracteristico de la
micotoxina puede reflejar: 1) la transformaciéon de AFMI1 en productos con menor
fluorescencia o con tiempos de retencion diferentes, 2) una redistribucion de la sefial en
varios picos de baja intensidad, dificiles de integrar de manera conjunta, o 3) cambios en el
entorno microestructural de la molécula que afectan su respuesta fluorescente, como se ha
descrito en estudios sobre su interaccion con ciclodextrinas, ADN y proteinas, donde cambios
en el entorno quimico modificaron sus propiedades (Franco et al., 1998; Huang et al., 2022;

Jiménez-Pérez et al., 2020).

En este contexto, la condicién 10 min — 80% de amplitud de onda puede considerarse
una region de tratamiento capaz de minimizar la respuesta cromatografica debido a esto
cambios. Sin embargo, la naturaleza quimica y el perfil toxicoldgico de los productos
formados deben confirmarse mediante analisis estructurales y ensayos bioldgicos

complementarios.

La evidencia disponible indica que el efecto del ultrasonido sobre las AF depende de
la matriz, de las condiciones de operacion y de la técnica analitica empleada. En solucion
acuosa, Liu et al. (2019) demostraron que el ultrasonido de potencia puede degradar AFB1 e
identificar productos de transformaciéon mediante UHPLC acoplado a espectrometria de

masas, lo que permitid proponer rutas de reaccion asociadas a modificaciones en el doble
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enlace C8=C9, en el anillo lactona y en el grupo metoxi. En una matriz mas compleja, Basso
et al., (2023) evaluaron masas de trigo contaminadas con 50 ng/g de AFBI y aplicaron
ultrasonido en bafio a 40 kHz y a 35 °C durante 10, 30 y 60 min; en ese caso, el andlisis se
limitd a la reduccion cuantitativa mediante HPLC, sin caracterizacion estructural de los

productos.

De manera complementaria, Su et al. (2024) mostraron que el ultrasonido de doble
frecuencia acelero la degradacion de AFB1 y aumento la generacion de radicales hidroxilos,
lo que sugiere un papel importante de la configuracion actstica y de la intensidad del proceso
sonoquimico. Por su parte, Jang y Min (2025) observaron la degradacion de AFB: en maiz
mediante un sistema hibrido de ultrasonido y agua activada por plasma, aunque en una matriz

solida y bajo un esquema tecnologico distinto.

Estas evidencias respaldan la hip6tesis de la modificacion del perfil cromatografico de
la AFM1 en el presente estudio, relacionado con transformaciones estructurales promovidas
por cavitacion acustica y oxidacion sonoquimica, en lugar de una simple pérdida analitica de
la micotoxina. No obstante, es necesario corroborar esta hipotesis con analisis mas detallados

como espectrometria de masas, para elucidar los cambios estructurales a nivel molecular.

Por otra parte, la aplicacion de disefios de superficies de respuesta en tecnologias
ultrasonicas se ha consolidado como una herramienta eficaz para identificar regiones Optimas
de operacion y comprender la interaccion entre los parametros del proceso (Civil et al., 2024;
Subramanian et al., 2017; Yang et al., 2017). Diversos trabajos en procesamiento de
alimentos han empleado disefios centrales compuestos para optimizar la extraccion, la
modificacion funcional o los tratamientos de conservacion mediados por ultrasonido,
demostrando que esta aproximacion estadistica permite reducir el numero de corridas
experimentales (Baltrusch et al., 2025; Pham et al., 2024; Priyadharsini et al., 2023; Rheem
et al., 2023). La estrategia aplicada en este estudio se alinea con este enfoque: el modelo
obtenido localiza la region de minima respuesta cromatografica de AFM1 y senala las
condiciones de TUS que se utilizaran posteriormente en la caracterizacion espectroscopica

y en la evaluacion de la viabilidad celular.
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5.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos en sistemas modelo de AFMI, confirmaron que la TUS
modifica el perfil cromatografico de la AFM1 cuantificado por HPLC-FLD. El anélisis
mediante la metodologia de superficie de respuesta evidencio que ambos factores evaluados,
el tiempo y la amplitud, influyeron en la concentraciéon de AFMI1. El empleo de TUS,
aplicado en condiciones centrales de operacion, redujo la concentracion de AFMI1

determinada por HPLC-FLD.

Los resultados obtenidos del DECC y la superficie de respuesta permitieron la
seleccion de condiciones para realizar la caracterizacion quimica de los productos generados

y su relevancia toxicoldgica.
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Capitulo 6: Evaluacion espectroscépica de los cambios estructurales en aflatoxina M1

tratada por termoultrasonicacion
6.1 Introduccion

El desarrollo de estrategias eficaces para gestionar el potencial toxico de AFM1
requiere ir mas alla de la simple cuantificacion mediante métodos cromatograficos y avanzar
hacia la caracterizacion estructural de la molécula y de sus posibles productos de
transformacion. Tecnologias como la TUS generan entornos extremos de cavitacion y micro
calentamiento local capaces de inducir cambios conformacionales, alteraciones en sistemas
n conjugados y modificaciones en el entorno de grupos funcionales clave del AFM1 (Bariya
et al., 2023). Por ello, resulta imprescindible disponer de herramientas que permitan detectar,
de manera directa, cambios conformacionales o de estructura fina que no siempre se reflejan

de forma evidente en un analisis por HPLC.

En este contexto, las técnicas espectroscopicas aportan informacion complementaria a
la del HPLC-FLD, proporcionando "huellas dactilares" asociadas a los grupos cromoéforos y
a las vibraciones de los enlaces moleculares. La AFM1, al igual que otras AF, presenta una
fluorescencia intrinseca debida a su sistema conjugado cumarinico y al anillo lactonico; bajo
excitacion en el rango de 360—365 nm y emision alrededor de 425435 nm, lo que permite
su deteccion y cuantificacion (Ghaffarian-Bahraman et al., 2023; Rabie et al., 2024). Las
variaciones en el entorno electronico de la molécula, como las inducidas por la apertura del
anillo de lactona, la alteracion del doble enlace del anillo furanico o la formacion de
productos de reacciéon menos fluorescentes permiten evaluar el efecto de los tratamientos
aplicados (Barbiroli et al., 2007; Bianco et al., 2012; Jiménez-Pérez et al., 2020; Peng et al.,
2023; Prandini et al., 2009).

Por otro lado, la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
especialmente con reflectancia total atenuada (ATR), proporciona una vision
complementaria basada en las vibraciones de grupos funcionales especificos, como los
carbonilos de lactona, funciones de éter y sistemas aromaticos conjugados, presentes en AF

(Dutta et al., 2017; Wu et al.,2020).
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Estudios recientes han utilizado FTIR-ATR para analizar la interaccion de la AFM1
con las proteinas de la leche, mostrando cambios en las bandas amidas y en la region 1700-
1600 cm™, indicando alteraciones en la estructura secundaria de las proteinas y una fuerte
afinidad con la micotoxina por estos sistemas (Harshitha et al., 2023; Yao et al., 2020).
Harshitha et al. (2023) evaluaron proteinas lacteas mediante ATR-FTIR acoplado a la
quimiometria y encontraron que la region amida I resulté especialmente informativa para

detectar cambios conformacionales inducidos por AFM1.

De manera complementaria, Jiménez-Pérez et al. (2020) estudiaron la interaccion entre
AFM1 y oa-lactoalbimina bovina mediante espectroscopia de fluorescencia, espectroscopia
UV y modelado molecular, lo que evidenci6 la formaciéon de complejos y cambios en el
microentorno proteico. Esta sensibilidad a pequefios cambios en el entorno quimico hace que
la FTIR sea una herramienta funcional para detectar modificaciones o desplazamientos de

grupos funcionales.

Las pruebas disponibles sobre otras micotoxinas refuerzan la pertinencia de este
enfoque. En el caso de la AFBI, se ha demostrado que la ultrasonicacioén de potencia y otras
tecnologias fisicas, pueden degradar la molécula rompiendo el doble enlace C8 = C9 del
anillo furano, la modificacién de la lactona y la alteracion de los grupos metoxi, con la
consiguiente reduccion de la bioactividad y toxicidad (Anjum et al., 2020; Jaiswal et al.,
2018; Taheur et al., 2020). Asimismo, estudios previos han descrito productos de
degradacion de AFM1, generados por tecnologias de plasma frio que comparten el patrén de
pérdida de doble enlace en el anillo del furano, asociado con una disminucion del potencial
bioactivo de la micotoxina (Liu et al., 2019; Nguyen et al., 2022, 2025). Este trasfondo indica
que la TUS puede inducir transformaciones estructurales detectables por espectroscopia v,

potencialmente, relacionadas con cambios en el perfil toxicologico.

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la TUS
sobre AFM1 bajo distintas combinaciones de tiempo y amplitud, definidas mediante un
DECC. Para cumplir el objetivo de caracterizar los cambios inducidos por TUS mediante
distintas herramientas analiticas, el capitulo integra dos manuscritos complementarios. El
primero aborda la evaluacidn espectroscopica mediante UV, fluorescencia y FTIR, mientras
que el segundo se centra en la caracterizacion mediante espectrometria de masas. En

87
M. en C. Araceli Monter Arciniega



conjunto, estos andlisis permitieron identificar modificaciones en la absorcion, la emision,
las regiones vibratorias y los productos de transformacion de la molécula, y posteriormente

contrastarlas con la viabilidad celular descrita en el Capitulo 7.
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Introduccion

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos producidos principalmente por especies
de Aspergillus, Penicillium y Fusarium, responsables de contaminar una amplia gama de
materias primas y alimentos procesados, con repercusiones relevantes para la inocuidad
alimentaria y la salud publica a nivel mundial (K¢pinska-Pacelik & Biel, 2021; de Melo
Nazareth et al., 2024). Las AF constituyen uno de los grupos de mayor interés por su alta
toxicidad, estabilidad y frecuencia de deteccion en la cadena alimentaria (Benkerroum, 2020;
Nazhand et al., 2020).

La AFMI se produce a partir de la biotransformacion hepatica de la AFB1 en el sistema
enzimatico del citocromo P450. Este proceso incorpora un grupo hidroxilo en la posicion 4
de la molécula y genera un metabolito mas polar que se excreta principalmente a través de la

leche de animales lactantes que consumen piensos contaminados (Bbosa et al., 2013; Zhang

90
M. en C. Araceli Monter Arciniega



31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

et al., 2016). Aunque la AFM1 muestra menor potencial carcinogénico en comparacion con
su precursor, ha sido clasificada, junto con otras AF, como carcindgeno del Grupo 1 para
humanos por la IARC, debido a su asociacion con hepatocarcinoma y otros efectos adversos
cronicos (IARC, 2022). Su presencia habitual en leche y derivados plantea un riesgo
particular para lactantes, nifios y otros grupos vulnerables con alto consumo relativo de
productos lacteos (Escobar et al., 2023; Gao et al., 2021).

Desde el punto de vista estructural, las AF son compuestos policiclicos de tipo difurano-
cumarinico, con un sistema de anillos fusionados que incluye una lactona ciclica y un anillo
furano, elementos clave en su reactividad y toxicidad (Nji et al., 2023). La AFMI conserva
el esqueleto basico de la AFBI1, pero el grupo hidroxilo adicional modifica su polaridad,
solubilidad y afinidad por proteinas, asi como sus propiedades espectrales (Li et al., 2020;
Ramadan et al., 2022) (Figura 4). Una de las principales dificultades en el control de la AFM1
radica en su notable termoestabilidad (Pichardo-Matamoros et al., 2020). Diversos estudios
han mostrado que esta micotoxina puede resistir los tratamientos térmicos convencionales,
como la pasteurizacion y la UHT, manteniéndose en la leche comercial en niveles detectables
e incluso, en algunos casos, por encima de los limites regulatorios en determinados contextos
geograficos (Foerster et al., 2023; Monter-Arciniega et al., 2025; Rahimzadeh et al., 2023;
Sumon et al., 2021; Xiong et al., 2022). En consecuencia, la sola cuantificacion analitica,
aunque imprescindible, no basta para asegurar una reduccion efectiva del riesgo, se requieren
estrategias que actien que demuestren que los productos de transformacién presentan menor

toxicidad, menor biodisponibilidad o capacidad de inducir efectos biologicos adversos.
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Figura 4. Estructura quimica de AFB1 y AFM1.

En este marco, la TUS se ha propuesto como una tecnologia emergente con potencial para
promover modificaciones quimicas mediante la combinacién de temperatura moderada y
cavitacion acustica (Asaithambi et al., 2022). El colapso violento de microburbujas durante
la cavitacion genera zonas localizadas de alta temperatura, presion y formacion de radicales
reactivos, capaces de alterar enlaces criticos en moléculas orgdnicas que requieren
caracterizacion estructural y validacion biologica complementaria. (Crudo et al., 2014; Shen
et al., 2017). En el caso de las AF, se ha demostrado que el ultrasonido de alta intensidad
puede inducir la ruptura del doble enlace 8-9 y modificaciones en el anillo de lactona, con
una reduccion concomitante de la bioactividad de AF en sistemas modelo (Jang, et al., 2025;
Mortazavia et al., 2015). Estos hallazgos sugieren que al aplicar la TUS en condiciones
adecuadas, podrian promover transformaciones estructurales en AFM1 y modificar su
potencial toxico.

La caracterizacion detallada de estos cambios requiere el empleo de herramientas analiticas
que sean sensibles a las variaciones en la estructura o distribucion electronica y en las
vibraciones de los enlaces y va mas alla de la observacion directa de la disminucién de la

sefial cromatografica obtenida por HPLC-FLD. La espectroscopia de fluorescencia y la

92
M. en C. Araceli Monter Arciniega



71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

espectroscopia FTIR resultan particularmente idoneas para este fin, puesto que facilitan la
deteccion de alteraciones en los croméforos responsables de la emision intrinseca de AFM1,
asi como en las bandas relacionadas con grupos funcionales esenciales como la lactona, el
carbonilo y los enlaces C—O—C (Ahuja et al., 2023; Gachara et al., 2025; Jaiswal et al., 2018).
Este estudio tuvo como objetivo evaluar los cambios estructurales o electronicos, mediante
técnicas espectroscopicas, inducidos por el tratamiento de la AFM1 mediante TUS como
propuesta para modificar su potencial toxicologico.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y estandares

El estandar de AFM1 (Enzo Life Sciences®, Nueva York, EE. UU.) se utiliz6 como
referencia analitica. Se emplearon ACN grado cromatografico, fosfato mono-potésico y
fosfato dipotasico (J.T. Baker®, EE. UU.). El agua desionizada se obtuvo de un sistema de
purificacion Millipore Rephile (Rephile Bioscience®, India). Todas las disoluciones acuosas
fueron preparadas con agua desionizada.

Preparacion de la solucion estandar

La solucion madre de AFM1 se prepar6 en ACN a una concentracion de 100 pg/mL.
Posteriormente, en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, 0.1 mM, pH 6.8), se prepard
una concentracion de 0.8 pg/mL de AFM1, para llevar a cabo cada experimento del DECC.
Las disoluciones se almacenaron en frascos de vidrio &mbar a 4 °C y protegidas de la luz
para preservar su estabilidad durante el periodo de analisis.

Disefio Experimental Central Compuesto

Las condiciones de tratamiento por TUS se definieron mediante un DECC con dos factores:
Tiempo (5 — 15 min) y amplitud de onda ultrasonica (70 — 90%). Se incluyeron puntos

factoriales (4), axiales (4) y réplicas en el punto central (4). La Tabla 3 presenta la
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combinacion de niveles codificados y reales de tiempo y amplitud seleccionados, la
temperatura inicial y final de cada tratamiento.

Tabla 3. Disefio experimental central compuesto

Cédigo T(ilfl:lrir:go An;g)/})i)tud
-1, -1 5 70
-1, +1 5 90
+1, -1 15 70
+1, +1 15 90
-a, 0 3 80
+a, 0 17 80
0, -a 10 66
0, +a 10 94

0,0 10 80
0,0 10 80
0,0 10 80
0,0 10 80

En todos los ensayos del DECC, la temperatura de entrada se mantuvo en promedio a 38 = 0.3 °C y la
temperatura de salidaa 45 +0.9 °C

Termoultrasonicacion

Las alicuotas de 15 mL de la solucion de AFM1 (0.2 pg/mL en PBS, pH 6.8) se sometieron
de forma independiente a TUS en cada condicion del disefio experimental. Se utilizd un
procesador ultrasénico de sonda (Cole-Parmer Instrument Company®, Illinois, EE. UU;
potencia nominal 130 W; 50/60 kHz; 220 VAC), acoplado a un bafo de recirculacion que
mantuvo la temperatura de la celda a 40 °C para evitar sobrecalentamiento de la solucion
durante la sonicacion. Al finalizar cada tratamiento, las muestras se enfriaron inmediatamente

en un bafio de hielo y se almacenaron a 4 °C, protegidas de la luz, hasta su andlisis. Una
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alicuota no sometida a TUS, conservada en las mismas condiciones de almacenamiento, se
utiliz6 como control.

Energia ultrasonica total entregada

Para determinar el efecto del tratamiento por TUS sobre la AFM1, se calcularon los valores
de energia ultrasonica total y especifica aplicados en cada tratamiento experimental (Tabla
4). Los calculos se realizaron considerando la potencia méxima del equipo ultrasonico (130
W), el porcentaje de amplitud utilizado en cada tratamiento y la duracion del tratamiento
expresada en segundos. Se ajustd la potencia efectiva segiin el porcentaje de amplitud

empleada utilizando la ecuacion 2:

2
Pefectiva = Py X (%) (2)
Donde Peseciiva: Potencia efectiva (W); Puax: Potencia méxima del equipo; A: Porcentaje de
amplitud de onda ultrasénica. La potencia efectiva para cada condicion se estimé a partir de
la potencia maxima del equipo ultrasénico (130 W; modelo Cole-Parmer Instrument
Company, 130 vatios), ajustada en funcion de la amplitud (%). Posteriormente, la energia
ultrasonica total para cada tratamiento se calcul6 con la Ecuacion (3).
Etotar = Pefectiva Xt 3)
Donde Eioai: Energia total (J); Pefecriva: Potencia efectiva (W); t: Tiempo de tratamiento (s).

Finalmente, se obtuvo la energia especifica por mL de muestra tratada, utilizando la ecuacién

4.

_ E¢otal
Eespecifica - v (4)

Donde Eespecifica: Energia por mililitro (J/mL); Erwtr: Energia total (J); V: Volumen de la

muestra (mL). Cada tratamiento se aplicd a un volumen constante de muestra de 15 mL, lo
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que permiti6 calcular la energia especifica en J/mL. Estos valores fueron considerados como
una variable cuantitativa auxiliar en el analisis de los cambios estructurales inducidos por
TUS, particularmente en los espectros UV y de fluorescencia, donde se evaluo6 la posible
relacion entre la energia aplicada y la intensidad de los picos caracteristicos.

Tabla 4. Valores del calculo de energia total de cada tratamiento de TUS

Tratamiento Potencia (W) Energia (J)
5 min — 70% 63.70 19,110.00
5 min — 90% 105.30 31,590.00
15 min — 70% 63.70 57,330.00
15 min — 90% 105.30 94,770.00
3 min — 80% 83.20 14,976.00
17 min — 80% 83.20 84,864.00
10 min — 66% 56.63 33,976.80
10 min — 94% 114.87 68,920.80
10 min — 80% 83.20 49,920.00
10 min — 80% 83.20 49,920.00
10 min — 80% 83.20 49,920.00
10 min — 80% 83.20 49,920.00

Analisis UV y fluorescencia
Para estimar la energia asociada a las transiciones electronicas inducidas por radiacion
electromagnética, se empleo la ecuacion 5.

E = — Q)
Donde E: Energia en J; 4: Constante de Planck (6.626 x 10734 Js); ¢ Velocidad de la luz en
el vacio (3.00 x 10® m/s); A: Longitud de onda (m). Este calculo se aplicé a las longitudes de

onda utilizadas en espectroscopia UV y de fluorescencia para AFM1(365 nm en UV y 428
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nm para emision de fluorescencia). Estos valores de energia se consideraron como referencia
tedrica para discutir la relacion entre la energia del foton incidente y la estabilidad de los
enlaces moleculares mas relevantes del AFM1.

Espectroscopia ultravioleta

Los espectros de absorcion UV de AFM1 se obtuvieron en un espectrofotdometro (UV-1800,
Shimadzu®, Tokio, Japon). Para cada medicion, se colocod 1.0 mL de la solucion de AFM1,
tanto el control como los tratamientos del DECC, en una celda de cuarzo con una trayectoria
optica de 1 cm. Los espectros se registraron en el intervalo de 200—400 nm, utilizando PBS
(0.1 mM, pH 6.8) como blanco para la correccion de la linea base

Espectroscopia de fluorescencia

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorometro PC1 (ISS®,
Champaign, IL, EE. UU.) equipado con soporte de celda con control de temperatura mediante
chaqueta de circulacion de agua y agitacion magnética. Se colocaron 3.0 mL de la solucion
de AFM1 en una celda de cuarzo y se mantuvo la temperatura en 25 + 1 °C. La longitud de
onda de excitacion se fijo en 365 nm y los espectros de emision se registraron entre 390470
nm. EI PBS se utilizé como blanco para la correccion de la linea base de cada espectro.
Espectroscopia en el infrarrojo por transformada de Fourier

Para el analisis FTIR, 3 mL de la soluciéon de AFM1 se llevaron a sequedad en un bafio seco
a 40 °C. El residuo seco se resuspendié en 50 pL de ACN y se homogeneiz6é mediante un
vortex (Gen-2, G560, Scientific Industries®, Bohemia, EE. UU). Posteriormente, se depositd
una alicuota de 10 pL sobre un accesorio de ATR acoplado a un espectrémetro FTIR (GX,
PerkinElmer®, EE. UU.), equipado con cristal de diamante (Pike Technologies®, EE. UU.).
Los espectros se registraron en el intervalo de 4000400 cm™, con resolucién de 4 cm™' y

acumulacion de 32 escaneos por muestra. Antes de cada medicion, se registrd un espectro de
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fondo y entre muestras, el cristal se limpi6 con etanol absoluto. EI ACN se emple6 para la
correccion de los espectros y como referencia para discriminar las bandas atribuibles
exclusivamente a AFM1.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 mediante modelos de regresion cuadratica multiple. Los
datos se analizaron con el software NCSS® (LLC, Kaysville, Utah, EE. UU.). Se ajustaron
modelos polinomiales de segundo orden que incluyeron términos lineales, cuadraticos e
interaccion para cada variable de respuesta de acuerdo con la ecuacion 6.

Y =Po + BiXi + P2Xo + BriXiP+ P2 X+ B2 XiXo (6)

Donde Y': Variable respuesta de AFM1 por espectroscopia, fo: Coeficiente constante, B1 Bo:
Coeficiente de regresion de los términos lineales, P11 y P2o: Coeficientes de regresion
cuadraticos, Bi2: Coeficientes de interaccion, Xi y Xa: Variables codificadas de tiempo y
amplitud, respectivamente.

La significancia estadistica de los coeficientes del modelo se evalu6 mediante ANOVA,
considerando un nivel de significancia de p < 0.05. Se calcularon los coeficientes de
determinacion (R?) y se emplearon para generar el MSR sobre las variables espectroscopicas
seleccionadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de la absorcion UV del DECC

Los espectros UV de la AFM1 de las combinaciones del DECC (Figura SA—D) mostraron un
maximo alrededor de 360 nm y otros ubicados en la regién de 210-260 nm, asociados al
sistema difurano—cumarinico de la molécula (Jiménez-Pérez et al., 2020). La ausencia de

desplazamientos batocromicos o hipsocrémicos del maximo principal indica que, bajo las
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condiciones experimentales, el cromoforo responsable de la absorcion en la region UV se
mantiene sin cambios (Liu et al., 2020).

Los espectros correspondientes a las condiciones 5 — 15 min; y 70 — 90% (Figura 5B)
presentaron modificaciones en la intensidad de absorbancia en las regiones de 220 a 260 nm
y en el entorno de 360 nm, sin cambios notables en la posicion del pico méximo. En
particular, los tratamientos de menor duracion y amplitud intermedia mostraron una ligera
disminucion en la absorbancia global, mientras que las combinaciones de mayor duracion y
amplitud tendieron a incrementar la sefial en 360 nm. Este comportamiento podria sugerir
que las alteraciones en el microentorno de la AFM1 pueden dar lugar a la formacion de otras
especies moleculares, pero conservando parte de la estructura de la AFM1 (Kurup et al,
2022).

En el tratamiento de 3 min — 80%, se observo un aumento de la absorbancia en 360 nm,
mientras que la condicidon de 17 min — 80%, mostr6 una tendencia opuesta con reduccion de
intensidad en la region de 220-260 nm (Figura 5C). Las amplitudes 66 y 94% generaron
perfiles intermedios, en los que la forma del espectro se conserva, pero con variaciones en la
altura de los picos. Estas diferencias, aunque sutiles, son consistentes con efectos
dependientes de la energia ultrasonica especifica aplicada, tal como se ha descrito para la
degradacion parcial de AF en sistemas acuosos tratados con ultrasonido de potencia (Lui et
al., 2019ab, 2022).

Las réplicas en el punto central (Figura 5D) mostraron una elevada reproducibilidad del perfil
espectral, presentando reducciones en la absorbancia de 210-260 nm en comparacién con el
control y valores practicamente idénticos en la region de 360 nm. Este hallazgo indica que,
bajo condiciones moderadas de TUS, la AFM1 conserva en gran medida su estructura

cromofora, sugiriendo que cualquier modificacion estructural ocurre principalmente en
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combinacion con energias especificas mayores, mas que en el punto central del disefio. En
conjunto, los espectros UV sugieren que TUS induce cambios cuantitativos en la respuesta
de absorcion de AFM1, sin embargo, no provocan desplazamientos importantes en los picos
maximos, lo que resulta compatible con transformaciones parciales en el sistema conjugado
o con la coexistencia de AFM1 y posibles productos de reaccidon con estructura similar, mas

que con una degradacion completa de la molécula (He et al., 2021; Stanley et al., 2020).
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Figura 5. Espectros de absorcion UV del DECC en el intervalo de la longitud de onda de
200—400 nm. AFM1 (control); (B) condiciones del DECC; (C) condiciones axiales; (D)

réplicas en el punto central.

Analisis de emision de fluorescencia de los puntos de DECC
El espectro de fluorescencia de la solucion control de AFM1 (Figura 6A) presentd un pico
caracteristico con un maximo entre 426—430 nm, en concordancia con lo reportado para esta

micotoxina tras excitacion a 365 nm (Jiménez-Pérez et al., 2020). La forma de la banda es
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caracteristica del cromoforo furanocumarinico de la AFM1 (control) (Jaiswal et al., 2018;
Stanley et al., 2020).

Los espectros correspondientes a cada condicion del DECC (Figura 6B) conservaron el perfil
de la AMF1 (control). Las combinaciones de menor tiempo y amplitud intermedia (5 min —
70 y 90%) mostraron incrementos respecto al control de AMF1, mientras que algunas
condiciones de mayor tiempo y/o amplitud presentaron valores menores a la AMF1 sin
tratamiento por TUS. En las condiciones aplicadas, la longitud de onda de emision de
fluorescencia para cada condicion evaluada del DECC fue la misma (428 nm); al comparar
los tratamientos entre si, la variacion se observo en la intensidad maxima de fluorescencia
(u.a., unidades arbitrarias). La condicién de 5 min — 70% mostré la mayor sefhal de
fluorescencia con respecto a la AFM1 control, sugiriendo que bajo estas condiciones las
modificaciones en el microentorno estructural del cromoforo principal (cumarina) de la
AFM1 promueven una mayor emision de fluorescencia (Liu ef al., 2019b; Soltanabadi et al.,
2024).

La Figura 6C ilustra las condiciones axiales del DECC. El tratamiento de menor duracion (3
min — 80%) generd el incremento mayor en la intensidad de emision, ubicado en 426-430
nm. Por otro lado, las condiciones de 17 min — 80% y las amplitudes extremas demostraron
una disminucion de la sefal en comparacion con el control. Estas variaciones se alinean con
efectos dependientes de la energia ultrasonica especifica, en donde niveles intermedios de
energia promueven la exposicion de cromoforos o leves cambios conformacionales, en tanto
que energias elevadas podrian facilitar procesos de formacion de especies no fluorescentes o
agregados (Liu et al., 2019b; Liu et al., 2022).

Los puntos centrales del DECC (Figura 6D) mostraron espectros reproducibles, con curvas

superpuestas y una intensidad ligeramente inferior a la AMF1 (control). Por lo tanto, la
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mayoria de los tratamientos con TUS modifican la intensidad de fluorescencia por
apagamiento o por mayor emision, excepto para los tratamientos de 15 min (Figura 6B),
afectando el microambiente estructural de la AFM1. Los cambios de aumento de emision de

fluorescencia son mayores que los de apagamiento de fluorescencia.
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Figura 6. Espectros de fluorescencia del DECC en el intervalo de la longitud de onda de

390 - 470 nm. AFM1 (control); (B) condiciones del DECC; (C) condiciones axiales; (D)
réplicas en el punto central.

Superficie de respuesta de la absorbancia UV del DECC

Para optimizar el efecto conjunto del tiempo y la amplitud de TUS sobre la respuesta
espectral de absorcion de AFMI1 a 365 nm se realiz6 el analisis por medio del DECC. El
ajuste global mostr6 un coeficiente de determinacion R? = 0.61. Ninguno de los coeficientes
individuales alcanz6 significancia estadistica (p < 0.05) (Tabla S1). Estos resultados sugieren

que el modelo indica parcialmente la tendencia general de la respuesta. La Figura 7 ilustra el
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264  MSR para la absorbancia en funcion del tiempo y la amplitud del tratamiento aplicado. En la
265  regidn de tiempos cortos (~5 min) y amplitudes bajas (~70%), se observo una disminucion
266  de la absorbancia (ver curvas de contorno). A tiempos mas prolongados (10 — 15 min), el
267 modelo predice nuevamente valores menores de absorbancia, especialmente cuando la
268  amplitud se aproxima al limite superior del disefio.

269  No obstante, dado que el R? es moderado (0.61; Tabla S1) y los coeficientes no muestran una
270  diferencia estadisticamente significativa respecto a cero al nivel convencional de p <0.05, la
271  superficie de respuesta debe interpretarse como una herramienta exploratoria. En este
272 contexto, el MSR proporciona una visualizacion de la tendencia general del sistema y permite

273  identificar regiones de interés, para investigaciones futuras.
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275 Figura 7. Superficie de respuesta del DECC donde se muestra la absorbancia de AFM1 a
276 365 nm en funcién del tiempo y la amplitud del tratamiento por TUS.

277  Superficie de respuesta de la intensidad de fluorescencia del DECC
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A partir de un modelo de segundo orden se generd el MSR utilizando la intensidad méxima
de emision de fluorescencia. El ajuste del coeficiente de determinacion fue de R2 = 0.97,
indicando que el modelo se ajusta bien a los datos reales. Los coeficientes lineales de ambos
factores fueron negativos, mientras que los términos cuadraticos resultaron positivos y
estadisticamente significativos, con un minimo definido en el centro del dominio
experimental.

En la cuantificacion de la emision de fluorescencia, AFM1 mostré coincidencias en los
puntos maximos obtenidos a 5 min — 70% y 15 min — 90%, con lo observado en la absorcion
UV. Al excitarse a 365 nm, el pico de emision alrededor de 428 nm correspondid a las
variaciones de tiempo y amplitud de la TUS, con intensidades que se concentraron en un
intervalo aproximado de 1.05 x 10° a 1.25 x 10° u.a. Esta interpretacion es consistente con
lo reportado por Jiménez-Pérez et al. (2020), quienes demostraron que la fluorescencia de
AFMI1 cambia de manera apreciable cuando la micotoxina interactiia con la a-lactoalbumina
bovina, debido a modificaciones en su microentorno y a la formaciéon de complejos
moleculares, detectables también mediante el modelado molecular.

Aunque en el presente estudio AFM1 se evalué en un sistema modelo distinto, estos
antecedentes respaldan la idea de que su sefal fluorescente constituye una herramienta
particularmente sensible para detectar perturbaciones estructurales finas, incluso cuando los
cambios en la absorbancia son mas discretos. En este sentido, la respuesta observada indica
que la fluorescencia tiene mayor sensibilidad a las alteraciones inducidas por la TUS (Tabla
S2).

Las condiciones de los puntos centrales de DECC generaron un minimo de fluorescencia
(extincion de fluorescencia) (Figura 8), flanqueada por regiones de mayor intensidad hacia

los extremos de tiempo y amplitud. Desde una perspectiva molecular, este patrén puede
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interpretarse como el resultado de cambios en el microentorno estructural de AFM1 o en su
organizacion conformacional por la aplicacion de la TUS, en ciertas combinaciones de
tiempo y amplitud podrian predominar estados de menor emision de fluorescencia, mientras

que en los bordes del espacio experimental se favorecerian configuraciones mas expuestas

del crom6foro que benefician la emision.
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Figura 8. Superficie de respuesta del DECC donde se muestra la intensidad de
fluorescencia de la AFM1 en funcion del tiempo y la amplitud del tratamiento por TUS. La
superficie muestra los valores de intensidad de emision a 428 nm.

Energia ultrasonica especifica aplicada y su relacion con los cambios espectrales

La Figura 9 resume la energia ultrasonica especifica aplicada en cada una de las condiciones
de TUS, expresada en J/mL. Los tratamientos que combinan tiempos prolongados y
amplitudes altas generaron las energias mas elevadas, con valores de alrededor de 6,300 J/mL
y 5,600 J/mL, mientras que las combinaciones de menor tiempo y amplitud se situaron por
debajo de 1,500 J/mL. Estas diferencias proporcionan un marco cuantitativo para interpretar

los efectos observados en la espectroscopia. Las condiciones asociadas a energias
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intermedias coincidieron con la zona del “valle” en el MSR de fluorescencia, donde la sefial
mostrd sus menores intensidades, mientras que los extremos de los valores de la energia
ultrasonica especifica se relacionaron con incrementos moderados de la emision.

Este comportamiento sugiere que la cavitacion ultrasonica no actiia de manera lineal sobre
el entorno microestructural de AFM1, existe un intervalo de energia en el que podrian
favorecerse estados de menor emision de fluorescencia y regiones de baja o muy alta energia
donde la reorganizacion conformacional favorece una mayor emision.

El ultrasonido de alta intensidad indica que el aumento de energia especifica incrementa el
nimero y la intensidad de los eventos de cavitacion, generando gradientes locales de
temperatura y presion, asi como ROS capaces de alterar interacciones no covalentes y el
empaquetamiento de moléculas orgénicas, sin implicar necesariamente la ruptura inmediata
de enlaces covalentes fuertes (Kentish et al., 2014; Mason, 2002; Taha et al., 2024).

En el contexto de este estudio, los cambios observados en la absorbancia y, sobre todo, en la
fluorescencia de la AFMI, sugieren la presencia de perturbaciones fisicoquimicas en el
entorno molecular del analito. Sin embargo, la conservacion de la posicion de los picos
espectrales indica que, no se produjo una alteracion extensa de la estructura del cromoforo,
sugiriendo que las modificaciones inducidas por la TUS pudieron ser parciales o localizarse
en regiones en la molécula que no desplazaron los maximos espectrales.

El uso explicito de la energia especifica como variable auxiliar aporta, por tanto, un criterio
cuantitativo complementario al andlisis del efecto del tiempo y amplitud del DECC. Este
parametro facilita la comparacion con otros trabajos sobre la modificacion del potencial
toxico de micotoxinas por ultrasonido y podria incorporarse en etapas posteriores como
restriccion de disefio para la optimizacion de procesos, especialmente en aplicaciones

industriales donde se requiere equilibrar la intensidad del tratamiento con la preservacion de
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la matriz alimentaria. No obstante, la relacion entre energia ultrasonica y la modificacion del
potencial toxicologico efectiva debera corroborarse antes de proponer umbrales energéticos
especificos como objetivo tecnoldgico.

Las energias de transicion electronica asociadas con las longitudes de onda utilizadas en
espectroscopia UV (365 nm) y fluorescencia (428 nm) (Tabla 5), permiten contextualizar la
magnitud real de los cambios inducidos en la molécula de la AFM1 por efecto del tratamiento
de la TUS. Los fotones utilizados corresponden a energias del orden de 3.40 y 2.93 eV,
respectivamente, suficientes para promover la excitacion del sistema conjugado m, pero
claramente por debajo de los valores tipicos de disociacion de enlaces covalentes C=C y C=0
reportados para los compuestos organicos aromaticos (Tabla S3).

Dentro de este marco, las variaciones observadas en la intensidad de los picos UV y de
fluorescencia, junto con la ausencia de desplazamientos significativos a la longitud de onda
maxima, indican que el croméforo furanocoumarino de la AFMI1 conserva su integridad
basica. Los cambios espectrales se interpretan, por tanto, como consecuencia de
reordenamientos conformacionales, modificaciones en el apilamiento n-w o alteraciones del
microambiente polar de la molécula, mas que como evidencia de una ruptura masiva de
enlaces covalentes. La energia ultrasonica especifica calculada para cada tratamiento
sintetiza el efecto combinado del tiempo y la amplitud sobre la intensidad de cavitacion. En
las condiciones evaluadas, esta energia parece suficiente para inducir reorganizacion
estructural y cambios en la estructura del cromoforo, pero no para provocar una
fragmentacion de la AFM1. En consecuencia, energia ultrasonica especifica se perfilo como

una variable operativa 1til para analizar la magnitud de las respuestas espectroscopicas.
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Figura 9. Energia ultrasonica especifica aplicada en cada tratamiento del DECC.

Tabla S. Energia fotonica de las transiciones electronicas utilizadas en los analisis
espectroscopicos ultravioleta (absorcion) y fluorescencia (emision) de la AFM1

Espectroscopia Longitud de onda Energia Energia
(nm) ) (eV)
uv 365 5.45x107" 3.40
FLD 428 4.70x107"° 2.93

Analisis en el infrarrojo por transformada de Fourier en el DECC

El espectro FTIR de la solucion control de AFMI1 (Figura 10) indicé las bandas
caracteristicas de esta micotoxina en la region del infrarrojo. Se observd una banda ancha
entre 3500-2800 cm™! relacionada con vibraciones C—H alifaticas y una banda intensa cerca
de 1740 cm-1 que indica el estiramiento C=O del grupo cumarina y ciclopentanona. En el
intervalo de 1650—1450 cm™', se identifican bandas asociadas al estiramiento C=C de anillos

! corresponden a

aromaticos conjugados, mientras que las sefiales en 1300-1100 cm"
vibraciones C-O y C—C=0O en la estructura furanocumarinica y el ciclopentanona

Finalmente, en la zona de 900—700 cm’!, se detectaron deformaciones fuera del plano de C—
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H aromatico, que son coherentes con la presencia de anillos condensados en la molécula de
AFMI1 (Harshitha ef al., 2023; Jha et al., 2021; Sein et al., 2024).

Los tratamientos factoriales de TUS (Figura 10B), produjeron cambios consistentes en la
intensidad de algunas bandas. Especificamente, se observo una ligera reduccion en la
transmitancia (aumento de absorbancia) en la banda de aproximadamente 3000 cm™ y en la
region de 2500-2000 cm ™! en condiciones de mayor energia (15 min —90% y 15 min — 70%),
lo cual indica una perturbacion parcial en el entorno del carbonilo lactonico y el sistema
aromatico conjugado.

Los tratamientos de la Figura 10C (axiales), mostraron cambios evidentes en las regiones de
4000-3000 y <1500 cm™'. Estos cambios pueden estar relacionados con una reorganizacion
del sistema & conjugado y la posible formacion de especies mas polares o nuevos entornos
C-0, asi como una posible ruptura parcial de enlaces de hidrogeno o reorganizacion
estructural inducida por cavitacion (Grewal ef al., 2018), sin desplazamientos significativos
en el nimero de onda, lo que indica que el esqueleto aromatico principal se mantiene intacto.
En la region de 900-600 cm™, correspondiente a deformaciones fuera del plano en anillos
aromaticos, no se detectaron cambios estructurales significativos, aunque algunas
condiciones provocaron variaciones leves en la intensidad.

Por otro lado, las condiciones centrales (10 min — 80%, Figura 10D) mostraron espectros
muy similares a la AMF1 (control), con variaciones minimas en la magnitud de la
transmitancia, sugiriendo un régimen de la TUS moderada en el que predominan cambios
conformacionales.

En conjunto, los espectros FTIR muestran que la TUS produce modificaciones en los grupos
funcionales de AFM1, principalmente en las bandas relacionadas con C—H, C=0 lacténico y

C-0O, manteniendo la estructura general del sistema aromdtico. Este comportamiento resulta
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congruente con lo descrito en sistemas moleculares complejos sometidos a cavitacion
ultrasonica, en particular matrices lacteas y dispersiones proteicas, donde el ultrasonido
provoca reorganizacion de enlaces de hidrogeno, cambios en la densidad electronica y la
formacion de microentornos mas polares, sin necesidad de romper enlaces covalentes fuertes
(Bui et al., 2021; Wang et al., 2022; Zhao et al., 2024). Bajo esta perspectiva, las variaciones
espectroscopicas observadas en AFM1 podrian reflejar perturbaciones locales del entorno

molecular y de la organizacion conformacional porvocadas por la TUS.
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Figura 10. Espectros de FTIR del DECC en una ventana espectral de 400—4000 cm-1.
AFM1 (control); (B) condiciones del DECC; (C) condiciones axiales; (D) réplicas en el
punto central.

CONCLUSIONES

La evaluacion espectroscopica del DECC de la AFM1 sometida a TUS indic6 que esta
micotoxina responde a los tratamientos de tiempo y amplitud, principalmente mediante
cambios en la intensidad de las sefiales UV y de fluorescencia. Los espectros UV conservaron
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su perfil caracteristico con un maximo cercano a 365 nm, los cambios observados
evidenciaron alteraciones en el entorno electronico del cromo6foro furanocumarinicos.

En fluorescencia, los espectros de AFM1 mostraron emisiones con un maximo alrededor de
428 nm tras ser excitado a 365 nm, identificando diferentes regimenes de reorganizacioén
estructural como resultado de la cavitacion. Estas modificaciones indican que la TUS puede
modificar la exposicion de grupos cromoforos y la rigidez conformacional, sin causar la
ruptura del esqueleto covalente.

El andlisis de la energia ultrasonica especifica en cada tratamiento permitié relacionar los
cambios espectrales con el aporte energético del DECC. Al comparar con las energias de
transicion electronica calculadas para 365 nm y 428 nm, ademas de las energias tipicas de
enlaces C-C, C=C, C-O y C=0, se observo que la energias fotonicas y ultrasonicas
disponible estan por debajo de los umbrales necesarios para la ruptura directa de enlaces
covalentes clave. Por ello, los resultados apoyan la interpretacion de que la TUS
principalmente induce cambios conformacionales, redistribucion de densidad electronica y
modificaciones en interacciones no covalentes de la molécula de AFM1.

Los espectros FTIR reforzaron esta evidencia al mostrar variaciones discretas pero
coherentes en las bandas vinculadas a grupos C-H, C-O y C=0. Estas diferencias en
intensidad, sin alteraciones significativas en la posicion de los picos, sugieren la participacion
de grupos funcionales en posibles procesos de apertura parcial de anillos, formacion de
nuevas interacciones de hidrégeno o cambios en la polaridad local. Estos fendmenos son
coherentes con la quimica de cavitacion reportada en otros sistemas organicos y proteicos
sometidos a ultrasonido.

En conjunto, los resultados de UV, fluorescencia y FTIR muestran que la TUS no rompe el

sistema aromatico conjugado de la AFM1. Tales perturbaciones podrian tener implicaciones
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en la reactividad quimica de la molécula, al alterar la deslocalizacion electronica y el entorno
de grupos funcionales como la lactona, el sistema furanico y el grupo hidroxilo, con posibles
efectos sobre su afinidad por biomoléculas, su susceptibilidad a la oxidaciéon y su
participacion en interacciones intermoleculares. Sin embargo, la informacién
espectroscopica por si sola no permite determinar si estas transformaciones conducen a una
reduccion real en su potencial toxicoldgico.

AGRADECIMIENTOS

Autor Monter-Arciniega reconoce y agradece a la Secretaria de Ciencia, Humanidades,
Tecnologia e Innovacion (SECIHTI) de México por su apoyo mediante la Beca (1077200).
Material suplementario: Tabla S1. Pardmetros estimados del MSR para la absorbancia
ultravioleta de AFM1 por aplicacion de TUS; Tabla S2. Parametros estimados del MSR para
la intensidad de fluorescencia de AFM1 por aplicacion de TUS; Tabla S3. Energias de enlace

tipicas para enlaces covalentes comunes en compuestos organicos

Tabla S1. Parametros estimados del MSR para la absorbancia UV de AFM1 por

aplicacion de TUS
Grados Coeficiente . Coeficiente de
Parametro de de Error Valor Nivel de determinacion
liberta . estandar t probabilidad .
d regresion parcial
Intercepto 1 2.54
Tiempo 1 -0.12 0.053 -2.29 0.062 0.338
Amplitud 1 -0.04 0.040 -1.12 0.307 0.081
Tiempo”2 1 0.00 0.001 0.79 0.462 0.040
Amplitud”"2 1 0.00 0.000 0.74 0.488 0.035
] %k
Tiempo®A 1 0.00 0.001  2.02 0.090 0.264
mplitud

Los términos con p < 0.05 se consideran estadisticamente significativos para explicar la variabilidad en la
respuesta. El ajuste global del modelo se resume en el ANOVA de la Figura 7 (R?: 0.61).
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Tabla S2. Parametros estimados del MSR para la intensidad de fluorescencia de
AFM1 por aplicacion de TUS

, Grados Coeficiente Error Valor Nivel de Coeﬁm'ente‘ (’ie
Parametro de . , .. determinacion
. de regresion  estandar t probabilidad }
libertad parcial
Intercepto 1 3302115.66
Tiempo 1 -58612.24 9435.60 -6.21 0.001 0.192
Amplitud 1 -47160.95 7093.20 -6.65 0.001 0.220
Tiempo”2 1 1712.97 174.95 9.79 0.000 0.477
Amplitud”2 1 278.17 43.74 6.36 0.001 0.201
1 *
Tiempo®A 1 221.70 109.11  2.03 0.088 0.021
mplitud

Los términos con p < 0.05 se consideran estadisticamente significativos para explicar la variabilidad en la
respuesta. El ajuste global del modelo se resume en el ANOVA de la Figura 8 (R 0.97).

Tabla S3. Energias de enlace tipicas para enlaces covalentes comunes en compuestos

organicos*
Tipo de Energia de enlace ~ Energia de enlace Comentario
enlace  aproximada (kJ/mol) aproximada (eV)
C_C 350 36 Enlace sqnpl.e en cadenas
alifaticas
Sistema n—c conjugado, tipico de
C=C ~610 ~6.3 dobles enlaces en anillos
aromaticos sustituidos
-0 360 37 Enlaces 6 en grupos éter o
alcohol
C=0 740 77 Enlace carbonilo en grupos

cetona, aldehido o lactona
*Zumdahl et al., 2020. Los valores corresponden a intervalos tipicos reportados para enlaces covalentes en
compuestos organicos y se emplean como referencia aproximada para comparar con las energias de
transicion electronica y la energia ultrasonica aplicada en los tratamientos de TUS.
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Introduccion

Las micotoxinas constituyen unos de los principales contaminantes quimicos en la cadena
alimentaria, debido a su alta estabilidad y a sus efectos crénicos en la salud humana (Chulli
et al., 2023). Entre ellas, las AF destacan por su elevada toxicidad, distribucién a nivel
mundial y persistencia en materias primas y alimentos procesados, especialmente en regiones
tropicales y subtropicales, donde las condiciones climaticas favorecen el crecimiento de
hongos toxigénicos de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Hoyos et al., 2015;
Vallejo-Lopez et al., 2025). La AFB1 es el compuesto mas carcinogénico de este grupo y ha
sido clasificada como carcindégeno del Grupo 1 por la IARC, debido a su asociacién con
carcinoma hepatocelular y otros efectos adversos (IARC, 2021; Salazar et al., 2014). Tras su
ingestion, AFB1 se convierte en el higado por accion del sistema del citocromo P450,

produciendo metabolitos hidroxilados como la AFM1 (Min et al., 2021). Este metabolito se
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excreta en la leche de animales expuestos y representa un riesgo directo para los
consumidores de productos lacteos (Battacone et al., 2003).

La presencia de AFM1 ha sido ampliamente reportada en leche, productos lacteos y formulas
lacteas a niveles cercanos o superiores a los limites maximos permitidos (EC, 2001;
Secretaria de Salud, 2010). Esto ha motivado el desarrollo de métodos analiticos cada vez
mas precisos y selectivos para su cuantificacion, entre los cuales destacan las técnicas de
cromatografia liquida acopladas con espectrometria de masas (LC-MS/MS) (Cossu et al.,
2025; Van Camp et al., 2023). Estas metodologias cumplen con los criterios regulatorios mas
rigurosos y proporcionan informacion estructural adicional mediante la deteccion de iones
precursores y fragmentos caracteristicos (Van Camp et al., 2023). No obstante, la mayoria de
estos estudios se centran en la cuantificacion de AFM1 en matrices lacteas y en la validacion
de métodos de control, siendo limitada la evidencia respecto al uso de la espectrometria de
masas para analizar las modificaciones estructurales inducidas por las tecnologias aplicadas.
La TUS se ha establecido como una opcion prometedora para el procesamiento de leche y
otros liquidos alimentarios, dado que combina ultrasonido de alta intensidad con
temperaturas moderadas (Bariya et al., 2023). Este método produce cavitacion acustica,
microchorros y gradientes locales de presion y temperatura, que actuan para inactivar
microorganismos y modificar estructuras supramoleculares sin necesidad de aplicar procesos
térmicos extremos (Asaithambi et al., 2022; Crudo et al., 2014). Estudios han descrito que el
ultrasonido de potencia puede reducir significativamente el contenido de micotoxinas en
sistemas acuosos y matrices solidas, ademas de que sus productos de degradacion pueden ser
analizados mediante espectrometria de masas de alta resolucion, permitiendo proponer rutas
de transformacion que incluyen apertura de anillos lactonicos, hidroxilaciones y oxidaciones

selectivas (Basso et al., 2023; Liu et al., 2019; Liu et al., 2022; Su et al., 2024). No obstante,

120
M. en C. Araceli Monter Arciniega



55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

la mayor parte de la evidencia se centra en la AFB1, mientras que las transformaciones de
AFM1 bajo tecnologias aplicadas han sido menos investigadas y, en particular, poco descritas
desde una perspectiva estructural.

En el caso de la AFM1, la mayoria de los estudios con TUS se han centrado en cuantificar la
reduccion de la micotoxina en la leche y evaluar en general su impacto en la calidad
fisicoquimica y microbiologica (Annandarajah et al., 2018; Bermudez-Aguirre et al., 2009;
Herndndez-Falcon et al., 2018; Vijayakumar et al., 2015) sin explorar en profundidad la
naturaleza de los productos de transformacion generados. La falta de esta informacion
constituye una limitacion importante, ya que la simple disminucion de la concentracion
analitica no asegura por si sola una reduccion del riesgo toxicologico: Algunos productos
pueden seguir conservando el cromoéforo furanocumarinico, mantener afinidad por
macromoléculas bioldgicas o incluso formar metabolitos con toxicidad residual. En este
contexto, la espectrometria de masas es una herramienta clave para complementar la
informacion obtenida mediante espectroscopia UV, fluorescencia y FTIR, ya que permite
detectar la pérdida relativa del ion molecular de AFM1, identificar iones emergentes y
proponer, al menos de forma preliminar, tipos de transformaciones estructurales relacionadas
con el tratamiento por TUS.

Esta investigacion tiene como objetivo caracterizar, mediante espectrometria de masas, los
cambios estructurales en AFM1 sometida a tratamientos de TUS en un sistema acuoso
modelo. En este contexto, el estudio buscd complementar la cuantificacion clasica de la
micotoxina con evidencia directa sobre posibles rutas de transformaciéon molecular. La
informacion obtenida pretende proporcionar elementos para determinar si la disminucién en

la sefial analitica de AFM1 bajo TUS se debe tinicamente a efectos fisicos o redistribucion,
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o si en realidad existen procesos de modificacion estructural que puedan reducir su potencial
toxico.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y preparacion de soluciones

Se adquiri6 el estandar de AFM1 de Enzo Life Sciences®, (Nueva York, EUA)., con una
pureza declarada de 95%. Cada vial, con un contenido de 0.1 mg, se reconstituyo con 1.0 mL
de ACN grado HPLC para obtener una soluciéon madre de 100 pug/mL. Como fases se
utilizaron acetonitrilo y agua, las cuales se filtraron (0.22 pm) antes de su utilizacion. E1 PBS
se prepard con fosfato monobasico y dibasico de potasio (J.T. Baker®, EE. UU.) para obtener
0.1 mM ajustado a pH 6.8. a partir de la solucion madre, se prepard una solucion de trabajo
de AFMI1 en PBS a una concentracion de 0.8 pug/mL, correspondiente al sistema acuoso
modelo empleado en los tratamientos TUS. Todas las soluciones se almacenaron en frascos
de vidrio ambar a 4 °C y protegidas de la luz hasta su analisis.

Tratamiento por termoultrasonicacion

Los tratamientos de TUS se llevaron a cabo sobre alicuotas de 15 mL de AFM1 en PBS, sin
matriz lactea. Se utilizé un equipo de ultrasonido de potencia, tipo sonda (Cole-Parmer®,
130 W, 20 kHz), conectado a un bafio de recirculacion de agua para mantener la temperatura
en 40 £ °C. Las condiciones de tratamiento fueron establecidas mediante un DECC: Tiempo
(5 — 15 min) y amplitud (70 — 90%) (Tabla 6). Las combinaciones de tiempo y amplitud se
generaron con el software JMP®, version 7. Tras cada tratamiento, las muestras fueron
enfriadas rdpidamente en un bafio de hielo y almacenadas a 4 °C hasta su andlisis mediante
espectrometria de masas. Se registro la temperatura de entrada y salida posterior a la

aplicacion de TUS. Una alicuota de 15 mL sin tratamiento se utiliz6 como control.
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Tabla 6. Disefio experimental central compuesto

Cédigo T(ilfl:lrir:go Ang)/})i)tud
-1, -1 5 70
-1, +1 5 90
+1, -1 15 70
+1, +1 15 90
-a, 0 3 80
+a, 0 17 80
0, -a 10 66
0, +a 10 94

0,0 10 80
0,0 10 80
0,0 10 80
0,0 10 80

En todos los ensayos del DECC, la temperatura de entrada se mantuvo en promedio a 38 = 0.3 °C y la
temperatura de salida a 45+ 0.9 °C.

Espectrometria de masas

La caracterizacion molecular de AFM1 tras el tratamiento con TUS se llevé a cabo mediante
espectrometria de masas con ionizacidn por electrospray en modo positivo (ESI"), acoplada
a un analizador de trampa 16nica (LCQ Fleet, Thermo Fisher Scientific, EE. UU). Se
realizaron diluciones de cada tratamiento hasta obtener una concentracion de 0.025 pg/mL
empleando como diluyente una mezcla de metanol, agua Milli-Q y acido férmico (70:30:0.1,
respectivamente). Se inyectaron 5 uL de cada muestra mediante infusion directa, utilizando
una bomba de jeringa a un flujo constante de 0.3 pL/min. Las condiciones de ionizacidén
incluyeron un voltaje de entrada de 4.5 kV, temperatura del capilar de 275 °C y presion del
gas vapor nebulizador de nitrogeno ajustada automaticamente. El escaneo se realizd en el

intervalo de 100 a 1000 m/z, con adquisicion en modo full-scan. Los espectros obtenidos se

123
M. en C. Araceli Monter Arciniega



113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

evaluaron para detectar la presencia de iones moleculares correspondientes a AFM1 (M+H*
= m/z 329), asi como para identificar posibles fragmentos o productos de degradacion
inducidos por TUS. Todas las muestras se analizaron por triplicado y fueron procesadas
aplicando correccion de linea de base y alineamiento de tiempo de retencidon cuando fue
necesario. Para cada muestra, se crearon listas de picos, y la intensidad relativa de cada uno
se expres6 como porcentaje (%) en relacion con el pico principal. Los iones nuevos o
aumentados en condiciones de alta energia especifica se clasificaron segun su Am en
comparacion con la AFMI.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de la intensidad relativa del ion AFM1 y de los principales
iones emergentes detectados en los espectros ESI+, con el fin de comparar visual y
numéricamente los cambios en la abundancia relativa de los iones entre los tratamientos. Los
resultados se interpretaron en funcion de las tendencias observadas segun el tiempo y la
amplitud de TUS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Perfil de masas de AFM1

El espectro ESI-MS en modo positivo de la solucion de control de AFM1 present6 un patron
reportado para esta micotoxina (Figura 11). El ion principal fue el molecular [M+H]" en m/z
329.07 (C17H1307), acompaiiado por el aducto sédico [M+Na]* en m/z 351.05 (Ci7H12NaO7)
y fragmentos menores, destacando m/z 273.08 (C15H1305) y 239.16 (C12H24NaOs) (Tabla 7,
Figura 11). Este patron se alinea con los perfiles de AFM1 reportados en métodos LC-
MS/MS para leche y productos lacteos, donde el ion en 329 m/z y sus fragmentos se usan
como transiciones diagndsticas para confirmacion estructural (Nguyen et al., 2022; Nikmaran

etal., 2023; Qi et al., 2023; Shi et al., 2017).
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Modulacion del ion molecular y de los fragmentos diagndsticos de AFM1 tras TUS

La Tabla 7 muestra las intensidades relativas de los iones diagnosticos de AFM1 en el grupo
de control y en los 12 tratamientos de TUS. Tras la aplicacion de TUS, el ion [M+H]* (m/z
329.07) evidencié una disminucién en todos los tratamientos, presentando intensidades
inferiores al 15% en comparacion con el espectro de control. Por otra parte, el aducto de
sodio [M+Na]" (351.05 m/z) mostr6 reducciones mas moderadas y persistid como senal
relevante en la mayoria de las condiciones, lo que indica que la estructura bésica del esqueleto
furanocumarinico se mantiene, aunque en un microentorno ionico distinto (Figura 11)
(Nguyen et al., 2022; Nikmaran et al.,2023; Qi et al., 2023; Shi et al., 2017).

El comportamiento més destacado se observo en el fragmento 239.16 m/z (Ci2H24NaO3),
cuya intensidad relativa aument6 en todos los tratamientos del DECC, con excepcion de las
condiciones de 5 min — 70%, 15 min — 70% y 10 min — 66%. Este incremento indica que el
tratamiento focalizado (TUS) favorece rutas de fragmentacion especificas, relacionadas con
la apertura de anillos y pérdidas sucesivas de unidades oxigenadas, sin eliminar
completamente el nucleo aromatico. Un patron similar de redistribucion de intensidad del ion
molecular a fragmentos de menor masa se ha observado en otros xenobioticos sometidos a
procesos oxidativos avanzados y plasma frio (Nguyen et al., 2022, 2025; Oliveira et al.,
2025). En general, la contraccion del ion molecular y la elevacion selectiva de fragmentos
diagnosticos respaldan la idea de una degradacion parcial y especifica, en lugar de una

destruccion completa de la molécula.
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Aflatoxina M1

Formula quimica: C17H1207

Masa exacta: 328.06 4
[M+H]": 329.0658 x10
[M+Na]": 351.0491
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Figura 11. Espectros de masas de AFM1 obtenidos mediante ESI+MS en modo de exploracion total (rango 100-400 m/z). Se presenta
el aducto de sodio [M+Na]* en 351.05 m/z (A) y la comparacion de AFM1 tras TUS a los 10 min — 80% (B).

Tabla 7. Intensidad relativa (%) de AFM1 fragmentada posterior al tratamiento de TUS

Smin Smin 15min 15min 3 min 17 min 10min 10 min 10 min

m/z Formula AFML g0 90%  70%  90%  80%  80%  66%  94%  80%

329.07 Ci17H1307 8.9 10.4 8.5 5.7 10.8 7.2 7.6 8.8

351.05 Ci7H12NaO7 38.2 35.4 33.9 29.7 31.7 34.5 32.2 323 33.7 19.1

239.16 Ci2H24NaO3 53.6 52 71.6 45 69.9 99.2 88.9 46.3 68.5 64.6

273.08 Ci5H130s 9.5 6.7 94 12.3 13 41.5
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Productos de degradacion de AFM1 inducidos por TUS

La Tabla 8 presenta una seleccion de iones nuevos o notablemente aumentados tras TUS,
cuyos valores de m/z y las férmulas propuestas corresponden a especies previamente
reportadas como posibles productos de degradacion de AFM1 y AFB1. Se destacan entre
ellos (1) iones de baja masa como 79.05 m/z (CsH7") y 96.08 m/z (CsHioN"), que reflejan
rupturas en el esqueleto policiclico; (2) fragmentos intermedios en la region m/z 209-261
(C12H21N202, C15H1403, C14H1205), que son compatibles con la apertura de anillos lactonicos
y pérdidas sucesivas de CO, CO2 o unidades C2H20; (3) iones mas oxigenados en la zona
301-371 m/z (C16H120s, C17H2309, C1sH34N303, C17H1709), cuya mayor relacion O/C indica
procesos de oxidacion, hidroxilacion o incorporacion adicional de grupos carbonilicos (Lui
et al., 2024; Luo et al., 2013; Mau et al., 2016; Nguyen et al., 2022; Nikmaram et al., 2023;
Qi et al., 2023; Shi et al., 2017; Stanley et al., 2020; Wang et al., 2015, Wang et al., 2025;
Zhang et al., 2021), la distribucion de estos productos varid entre tratamientos. Las
condiciones con tiempos intermedios (~10 min) y amplitudes elevadas (> 90%) concentraron
la mayor variedad de iones de degradacion, mientras que los tratamientos suaves generaron
patrones mas similares al control. Esta tendencia se alinea con la logica fisicoquimica de la
cavitacion acustica: A mayor numero de eventos de colapso de burbujas, aumenta la
formacion local de radicales hidroxilo y ROS, lo cual facilita oxidaciones y rupturas de
enlaces en compuestos organicos (Zhang et al, 2021; Strieder et al., 2021).

Desde una perspectiva estructural, la coexistencia de fragmentos pesados (301-371 m/z) con
especies de baja masa, indica la presencia simultanea de intermediarios parcialmente
oxidados y productos de ruptura més avanzados. Este patron coincide con lo descrito para

tratamientos con plasma frio y oxidacion avanzada, en los que AFM1 produce una familia de
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178  derivados mas polares, con modificaciones en la lactona y el anillo furanocumarinico (Ding

179  etal., 2025; Nguyen et al., 2025; Nikmaram et al., 2022, 2023).
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Tabla 8. Intensidad (%) relativa de los productos de degradacion de AFMI1 tras tratamiento de TUS

m/z Férmula 5 min 5 min 15 min 15 min 3 min 17 min 10 min 10 min 10 min

70% 90% 70% 90% 80% 80% 66% 94% 80%

79.05 CeH7 6.2

96.08 CeHioN 6.9 8.3 6.3

114.83 CsH12NO 30.6 39 36.3 27.7 6.3 35.9

209.17 C12H21N20 3.1 7.8

221.08 Ci2H1304 2

227.18 C12H23N202 2.5 2.7

242.21 Ci15H1403 17.8 7.4 12.1

249.08 C13H130s5 2.5

261.08 C14H 1205 3.5 34

273.08 Ci15H1305 9.5 6.7 9.4 12.3 13

301.07 Ci16H1206 13.8 26.6 9.9 7.3 19.8 11.2 9.4 13.7 21.6

303.05 CisH1107 2

304.13 C17H2005 2.4 2.4

313.07 C17H1306 4.5 2.4

315.09 C17H1406 13.6 2.3

327.05 Ci7H1 07 2.4

330.07 C17H1407 7.2

331.08 C17H1407 33 2.3

340.26 Ci8H34N303 8.7 6 9.5 7.5 10.1

346.07 C17H140g 7.6 14.2

363.07 C17H1509 2.2 32

365.04 C17H1709 16.1 23.3 8 6.4 11 6.7 7.7 21 11.9

369.05 C17H140g 4.2 2.4

371.13 C17H2309 3.1 2.2 6.7
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La Figura 12 presenta un esquema propuesto de la transformacion estructural de AFM1 tras
aplicar TUS, basado en los iones detectados en ESI*-MS y en las formulas moleculares de la
Tabla 8. El ion precursor [M+H]* de AFM1 (329.07 m/z, C17H1307) origina una serie inicial
de productos de degradacion con pérdida secuencial de unidades CH,O y C>H>O (301.07
m/z, Ci16H120s; 273.08 m/z, C15H130s; 242.21 m/z, C15sH1403), lo que indica reacciones de
apertura parcial del anillo lactonico y una contraccioén progresiva del sistema policiclico.
Simultdneamente, la aparicién de especies con mayor polaridad como CgHioN; 79.05 m/z,
CsH7) sugiere una mayor fragmentacion del esqueleto furanocumarinico y la generacion de
subestructuras aromaticas y nitrogenadas mas pequenas, compatible con rutas de oxidacion
y escision inducidas por radicales durante la cavitacion. En conjunto, este esquema
estructural apoya que la TUS no solo modifica la respuesta espectral de AFM1, sino que
también favorece una transformacion parcial de la toxina en fragmentos de menor tamafo,
coherente con la reduccion relativa de los iones del precursor observada en tratamientos con
mayor energia ultrasonica (Qi et al., 2023; Liu et al., 2023, 2024; Mau et al., 2016; Zhang et

al., 2021).
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Aflatoxina M1
Formula quimica: C17H1207

Masa exacta: 328.06

Férmula quimieca: Ci5H;305

Formula quimica: Ci15H1205
Masa exacta: 301.07 m/z

Masa exacta: 273.08 m/z

Formula quimica: C15H1403
Masa exacta:242.21m/z

Formula quimica: CsHy*
Masa exacta:79.05 m/z

Figura 12. Esquema preliminar de las rutas de fragmentacion de la AFM1 inducidas por
TUS, basado en los iones detectados mediante ESI+. Los fragmentos de menor masa (m/z
209.17, 96.08 y 79.05) se muestran como productos generales de degradacion, excluir la

posibilidad de isomeros diferentes.
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CONCLUSIONES

La caracterizacion mediante ESI'-MS confirmé que el tratamiento con TUS altera
sistematicamente el perfil idnico de la AFM1. El espectro de control mostrd un patrén del
aducto [M+Na]*, ademas de fragmentos de menor intensidad que reflejan la molécula. Tras
la aplicacion de TUS, se observo transformacion estructural parcial de AFM1 que depende
del tiempo y la amplitud utilizados. La propuesta estructural sugiere que las especies de
fragmentacion corresponden a una serie de reacciones que incluyen la pérdida de unidades
metoxilo, la apertura o reorganizacion del anillo lactonico, y la ruptura de partes del sistema
furanocumarinico, finalizando en estructuras mas pequefias y polares.

Los resultados indicaron que la TUS induce rutas de transformacién molecular que podrian
modificar el potencial toxico. La reduccion del ion precursor, junto con la formacion de
fragmentos que pierden tanto el anillo lacténico como el sistema © conjugado extendido,
sugiere una posible disminucion del riesgo asociado a la molécula original. En conjunto, la
evaluacion mediante ESI'-MS posiciona a la TUS como una herramienta para inducir
cambios estructurales en AFM1, ademas las posibles vias de degradacion pueden orientar
futuros estudios de evaluacion de riesgos.
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Capitulo 7: Modulacion de la citotoxicidad de la aflatoxina M1 tratada con

termoultrasonicacion en células epiteliales intestinales C2BBel

7.1 Introduccion

La leche contaminada con AFM1 constituye una fuente de exposicion via oral en la
poblacion, especialmente en infantes, el grupo mdas vulnerable (Li et al., 2018). Tras su
ingesta, la primera barrera biologica que enfrenta la micotoxina es el epitelio intestinal, cuyo
deterioro puede facilitar la absorcion sistémica de AFM1 y potenciar sus efectos toxicos en
organos como el higado (Gao et al., 2022). Diversos estudios han demostrado que la AFM1
reduce la viabilidad de las células epiteliales intestinales en funcion de la dosis y el tiempo
de exposicion, acompafnada de un aumento en el estrés oxidativo, apoptosis y alteraciones en
las proteinas de uniones estrechas, entre las que se encuentran las proteinas transmembrana
y las citoplasmaticas, lo que conduce a un incremento en la permeabilidad paracelular y a
una disfuncion de la barrera intestinal (Adacsi et al., 2023; Gao et al., 2021; Huang et al.,

2020; Wu et al., 2021; Zhang et al., 2015).

En conjunto, los hallazgos evidencian que el epitelio intestinal constituye la principal
diana de toxicidad y subrayan la urgencia de evaluar no solo el contenido de AFM1 en los
alimentos, sino también sus consecuencias funcionales sobre la integridad de la mucosa
(Kumar et al., 2023). En este contexto, las lineas celulares derivadas del colon humano que
adquieren un fenotipo enterocitario, como Caco-2 y su clon C2BBel, constituyen modelos
experimentales eficaces para estudiar la viabilidad celular, el dafio estructural y las
alteraciones en la permeabilidad intestinal inducidas por micotoxinas. (Peterson & Mooseker,

1992).

Paralelamente, algunas tecnologias de procesamiento no térmico, como la TUS, se
consideran alternativas para mejorar la inocuidad alimentaria sin afectar de manera
significativa las propiedades nutricionales y sensoriales. La TUS combina ultrasonido de alta
intensidad con temperaturas moderadas y utiliza fendmenos de cavitacion actstica para
inactivar microorganismos y modificar componentes quimicos en matrices liquidas
(Cregenzan et al., 2014; Sharma et al., 2014; Stratakos et al., 2019). Investigaciones previas

han demostrado que la TUS puede inducir cambios estructurales en micotoxinas como
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AFM1, evidenciados por modificaciones en sus perfiles cromatograficos y espectroscopicos
(Nguyen et al., 2022, 2025, Nikmaram et al., 2023). No obstante, la modificacion estructural
por si sola no garantiza una disminucion del riesgo, especialmente si los productos generados

mantienen o incluso incrementan su citotoxicidad sobre el epitelio intestinal.

En este escenario, resulta fundamental establecer una relacién entre los hallazgos
analiticos y la respuesta biologica observada en modelos celulares. La evaluacion de la
viabilidad de células intestinales expuestas a AFMI1, tanto antes como después del
tratamiento con TUS, es esencial para determinar si las transformaciones estructurales
observadas realmente contribuyen a reducir el dafio celular o, por el contrario, generan

combinaciones de productos con toxicidad igual o incluso mayor.

Este capitulo aborda esta problematica exponiendo células C2BBel a AFM1 sometida
a tratamiento con TUS, con el proposito de comparar sus efectos sobre la viabilidad celular
y aportar evidencia funcional que complemente la caracterizacion fisicoquimica presentada

en capitulos previos
7.2 Materiales y métodos
7.2.1 Reactivos y preparacion de soluciones

Las muestras empleadas en este capitulo correspondieron a soluciones de AFMI
previamente sometidas a tratamientos de TUS definidos por el DECC. Dichas muestras se
obtuvieron a partir de soluciones de trabajo preparadas en PBS 0.1 mM (pH 6.8), como se
describe en los capitulos 5 y 6. Posteriormente, estas soluciones tratadas se utilizaron para

evaluar su efecto sobre la viabilidad de las células C2BBel.
7.2.2 Diseiio experimental

El DECC para evaluar el efecto de la TUS a diferentes condiciones se expone en el
Capitulo 5-6, en la seccion “Diserio experimental”, donde se describen los 12 tratamientos
codificados y las condiciones especificas de tiempo y amplitud para cada uno. En este
capitulo se analizaron las mismas condiciones experimentales para evaluar la viabilidad

celular.
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7.2.3 Termoultrasonicacion

Se describen detalladamente las condiciones operativas de la TUS (tipo de equipo,
potencia nominal, control de temperatura y volumen de reaccién) en el Capitulo 5-6, seccion
“Termoultrasonido”. En resumen, las soluciones de AFM1 en amortiguador de fosfatos
fueron sometidas a la TUS usando un procesador ultrasonico de sonda con una potencia
maxima de 130 W bajo diferentes condiciones de duracién del tratamiento (5 — 15 min) e
intensidad del tratamiento (amplitud 70 — 90%). Se control¢ la temperatura mediante un bafio

de recirculacion a 40 °C.
7.2.4 Linea celular y condiciones de cultivo

Para evaluar el efecto citotoxico de la AFM1 tratada con TUS, se emple6 la linea
celular epitelial intestinal humana C2BBel (ATCC® CRL-2102™), un clon derivado de
Caco-2 que desarrolla un fenotipo enterocitario caracterizado por microvellosidades y
uniones estrechas bien definidas bajo condiciones de cultivo apropiadas. Las células fueron
cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con glucosa al 5%,
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB) y un 1% de penicilina-estreptomicina.
Los cultivos se incubaron a 37 °C en una atmdsfera humidificada con un 5% de CO2 y se

subcultivaron cada 3 a 4 dias, cuando alcanzaron una confluencia del 80 al 90%
7.2.5 Tratamiento

Las células C2BBel se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 1x104
células/pozo y se dejaron adherir durante 24 horas antes de la exposicion a la AFMI.
Posteriormente, se aplicaron los siguientes tratamientos: (1) Control negativo: Células
incubadas unicamente con DMEM suplementado, sin AFMI; (2) Control positivo de
citotoxicidad de AFMI1: Células expuestas a AFMI1 sin tratamiento previo, disueltas en
DMEM; (3) AFMI-TUS: Células expuestas a AFM1 previamente tratadas con TUS (12
tratamientos), evaluadas de forma independiente. La solucion de AFM1 se diluye6 en
DMEM hasta alcanzar una concentracion final de 0.1 uM. Tras la adicion de los tratamientos,

las células se incubaron durante 24 horas en las condiciones estandar de cultivo.
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7.2.6 Ensayo de reduccion con bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazolio

La viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de reduccion del bromuro de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Al finalizar el periodo de exposicion,
el medio de cultivo fue sustituido por 100 uL de solucion de MTT (0.5 mg/mL en DMEM)
y las placas se incubaron durante 3 horas a 37 °C. Los cristales de formazan generados en las
células viables se disolvieron en 100 uL. de DMSO vy la absorbancia fue medida a 570 nm en
un lector de microplacas (BioTek Synergy™ HTX, EE. UU.). La viabilidad celular se
expres6 como porcentaje respecto al control negativo, utilizando la ecuacion 7:

Muestra (abs)

Viabilidad (%) = Control (abs)

x 100 (7

7.2.7 Analisis estadistico

Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicados y los resultados se reportaron como
media + DE. Las diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante un ANOVA de una
via, seguido de la prueba post hoc de Tukey, considerando un nivel de significancia de p <

0.05. El andlisis estadistico se realizo con el software SPSS v26.0 (IBM, EE. UU.).
7.3 Resultados y discusion

La linea C2BBel presenta un fenotipo enterocitico polarizado, con microvellosidades
apicales, borde en cepillo bien desarrollado y uniones estrechas funcionales, caracteristicas
que la convierten en un modelo 1til para estudiar la toxicidad luminal y la integridad de la
barrera intestinal frente a xenobioticos, incluidas las micotoxinas (Peterson & Mooseker,
1992). En este contexto, el ensayo MTT debe interpretarse como un indicador indirecto del
dafio celular y de la integridad funcional de la monocapa, mas que como una medida con

implicaciones antitumorales (Larsson & Parris, 2023).

En el presente estudio, la AFMI1 sin tratamiento mantuvo una viabilidad similar a la
del control (>90%) a la concentracion de 0.1 pM, lo que sugiere una citotoxicidad limitada
bajo las condiciones evaluadas. Este hallazgo concuerda con lo descrito por algunos autores
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que indican que la AFM1 puede alterar la funcioén de barrera intestinal a concentraciones que
no necesariamente reducen de forma marcada la viabilidad celular (Caloni et al., 2012; Gao
et al., 2018). En células Caco-2/TC7, Caloni et al. (2012) observaron una disminucioén
transitoria de la resistencia transepitelial eléctrica (TEER) en el intervalo de 1,000 a 10,000
ng/kg, sin dafo irreversible de la monocapa. De forma similar, Gao et al. (2018) mostraron
en Caco-2 diferenciadas que 0.12 uM no redujo significativamente la TEER, mientras que
12 uM si produjo una disminucién clara de la resistencia transepitelial y alteraciones en las
proteinas de union estrecha tras 48 h de exposicion. En la misma linea, Kumar et al. (2023)
reportaron que la AFM1 apenas modificé la morfologia de Caco-2 y solo redujo alrededor
de un 10% la viabilidad a concentraciones superiores a 1,000 ng/L después de 12 h. En
conjunto, estos antecedentes indican que la respuesta toxica a AFM1 depende de la

concentracion, del tiempo de exposicion y del pardmetro biologico evaluado.

Después del tratamiento con TUS, la viabilidad de C2BBel mostr6é un amplio rango de
respuestas, con valores inferiores al 30% en algunas condiciones y respuestas cercanas al
control, e incluso ligeramente superiores al control, en otras (Figura 13). Los tratamientos de
5 min — 70% y 5 min — 90% redujeron significativamente la viabilidad, mientras que
combinaciones intermedias, cercanas a 10 min con amplitudes entre 66 y 80%, mantuvieron
la viabilidad por encima de aproximadamente el 90%. Estos resultados sugieren que el TUS
no modifica de manera uniforme la respuesta biologica de la AFM1, sino que puede aumentar
o atenuar su citotoxicidad aparente en funcién de la combinacion especifica de tiempo y

amplitud aplicados.
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Figura 13. Viabilidad celular de la linea C2BBel tras 24 horas de exposicion a los
tratamientos del DECC de AFM1 sometida a TUS. Los resultados se reportan como
porcentaje respecto al control negativo y se presentan como media = DE de experimentos
independientes realizados por triplicado.

El MSR confirm6 este comportamiento no lineal (Figura 14). La viabilidad celular se
ajustd a un modelo cuadratico en funcion del tiempo y la amplitud, con una regién de maxima
respuesta localizada aproximadamente entre 9 — 11 minutos y entre 78 — 84% de amplitud,
donde los valores se aproximaron a los del control. Por el contrario, los bordes del espacio
experimental, definidos por tiempos muy cortos o prolongados y por amplitudes extremas,
se asociaron con una menor viabilidad. En términos estadisticos, el modelo explicé el 75%
de la variabilidad total (R?> = 0.75) y el término cuadratico del tiempo aportd la mayor
contribucion al ajuste (R? parcial = 0.67; p = 0.007). En contraste, los efectos lineales de
tiempo y de amplitud, asi como el término cuadratico de amplitud y la interaccion tiempo X
amplitud, no fueron estadisticamente significativos (p > 0.05, Tabla 9). En conjunto, estos
resultados sugieren que la duracion del tratamiento desempefid un papel mas relevante que
la amplitud por si sola y que existe una region intermedia en la que la AFM1 tratada por TUS

ejercio un efecto citotoxico relativo menor sobre C2BBel.

143
M. en C. Araceli Monter Arciniega



Desde una perspectiva mecanicista, los resultados del MSR son coherentes con la fisica
de la cavitacion acustica. Durante la sonicacion, el colapso inercial de microburbujas puede
generar microambientes transitorios con temperaturas superiores a 5000 K y presiones del
orden de 1000 bar, condiciones capaces de favorecer la pirolisis del vapor contenido en la
burbuja y la formacion de especies reactivas como He y *OH. Una fraccion de estas especies
puede difundirse a la fase liquida y contribuir a la formacion de oxidantes secundarios,
incluido H>O». No obstante, esta evidencia se ha documentado principalmente en sistemas
acuosos simples y de reactores sonoquimicos disefiados especificamente para la dosimetria
de radicales, por lo que su extrapolacion a sistemas bioldgicos complejos debe analizarse con
mayor precision. En ese sentido, Wong et al. (2023) demostraron que la generacién de *OH
en un reactor cilindrico convergente (“SonoCYL”) mediante un enfoque dosimétrico
especifico depende de pardmetros acusticos como la amplitud de presion, el ciclo de trabajo
y el disefio del reactor, mientras que revisiones recientes sobre sonoprocesos han sefialado
que la magnitud del efecto sonoquimico depende criticamente de variables como la
frecuencia, la intensidad acustica, el tiempo de exposicion y la composicion del medio, lo
que ayuda a explicar por qué los resultados no son directamente extrapolables entre sistemas
(Dehghani et al., 2023; Fu et al., 2020). En el presente estudio, aunque no se cuantificaron
directamente los ROS, la combinacién de tiempo y amplitud aplicada durante el TUS pudo
haber modulado la intensidad de cavitacion y, con ello, el grado de transformacion de la

AFM1 y la respuesta biologica observada posteriormente.

Bajo esta interpretacion, la region intermedia del espacio experimental, cercana a 10
min y con amplitudes entre 66 y 80 %, podria representar una ventana operativa en la que la
energia acustica total y la carga oxidante generada fueron suficientes para inducir
transformaciones estructurales de la AFMI1 sin favorecer de manera dominante la
acumulacion de especies o intermediarios mas lesivos (Nguyen et al., 2022; Nikmaran et
al.,2023; Shi et al., 2017). Esta hipotesis resulta coherente con los hallazgos previos de
espectroscopia y de espectrometria de masas, que sugieren modificaciones en la estructura
difurano-lactonica y una posible disminucion del potencial toxico. En contraste, condiciones
suboptimas, como exposiciones muy breves o tratamientos prolongados a intensidades
relativamente bajas, podrian haber favorecido transformaciones incompletas o una mayor

persistencia de especies reactivas, capaces de intensificar el estrés oxidativo y afectar de
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manera mas significativa la viabilidad celular. En conjunto, este comportamiento concuerda
con la naturaleza no lineal de la cavitacidon acustica, en la que pequeias variaciones en las
condiciones de proceso pueden modificar significativamente la intensidad del fenémeno vy,
por tanto, sus efectos quimicos y biologicos (Ashokkumar, 2011; Onyeaka et al., 2023; Taha
et al., 2024).

Asimismo, es razonable considerar que la propia solucion de AFM1 en PBS, tras el
tratamiento con TUS, contribuy6 a las respuestas observadas. Wong et al. (2023) mostraron
que la cavitacion acustica puede incrementar la produccion de radicales hidroxilo en sistemas
acuosos bajo condiciones definidas, y revisiones recientes han sefialado que estos procesos
también favorecen la formacién y persistencia de oxidantes secundarios en fase liquida,
incluido H>O», en funcion del disefio del sistema y de la intensidad del tratamiento. A su vez,
revisiones recientes de biologia redox han establecido que un aumento sostenido de ROS
puede promover peroxidacion lipidica, modificaciones oxidativas en proteinas y dafio al
ADN (Aureliano et al., 2023; Gegotek et al., 2024; Jomova et al., 2025; Manoharan et al.,
2024; Schieber et al., 2014. Por ello, las condiciones de TUS que combinaron mayor energia
acustica con tiempos prolongados podrian haber incrementado no solo la transformacion de
AFMI, sino también la carga oxidante residual del medio, lo que ofrece una explicacion
mecanisticamente plausible para las caidas mas pronunciadas de viabilidad observadas en
ciertos tratamientos. Sin embargo, dado que en este estudio no se cuantificaron ROS ni
biomarcadores de dafio oxidativo, esta interpretacion debe considerarse consistente con la

literatura, pero todavia inferencial.
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Figura 14. Superficie de respuesta del DECC que muestra la viabilidad celular de C2BBel
en funcion de los diferentes tratamientos aplicados.

Tabla 9. Parametros estimados para la superficie de respuesta del DECC respecto a la
viabilidad celular

Grados Coeficiente

, Error Valor Nivel de Coeﬁc1.ente.(,le
Parametro de de . - determinacion
. . estandar t probabilidad .
libertad  regresion parcial
Intercepto 1 -777.222
Tiempo 1 37.922 18.724 2.03 0.089 0.17
Amplitud 1 16.249 14.076 1.15 0.292 0.06
Tiempo™2 1 -1.386 0.347 -3.99 0.007 0.67
Amplitud® -0.089 0.087 -1.02 0.346 0.04
P 1
2
Tiempo*A -0.120 0.217 -0.55 0.599 0.01
P 1
mplitud

Los términos con p < 0.05 se consideran estadisticamente significativos para explicar la variabilidad en la
respuesta. El ajuste global del modelo se resume en el ANOVA de la Figura 14 (R?: 0.75).

7.4 Conclusiones

El efecto bioldgico de la AFMI tratada con TUS depende en gran medida de la
combinacion de tiempo y amplitud aplicados. En particular, se identificoé una region

experimental asociada con una mayor viabilidad relativa de las células C2BBel,

146
M. en C. Araceli Monter Arciniega



aproximadamente correspondiente a condiciones intermedias del DECC (66—80% alrededor
de los puntos centrales), lo que subraya la necesidad de optimizar cuidadosamente el
tratamiento antes de considerar su posible aplicacion como estrategia para modificar la

toxina.
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CONCLUSIONES GENERALES

La presente investigacion abordé de manera integral la problematica asociada a la
presencia de AFMI en leche de vaca comercial en México, evaluando su concentracion,
riesgo toxicoldgico, comportamiento durante la digestion gastrointestinal simulada y
estrategias para su reduccion mediante tecnologias emergentes. A través de los tres articulos
cientificos publicados, se establecid un marco analitico robusto que permitié comprender la
magnitud del riesgo de la toxina y la eficacia de la TUS como posible herramienta en la

modificacion del potencial toxico.

En conjunto, los resultados demostraron que la TUS puede modificar la AFMI, pero
también debe validarse con evidencia bioldgica antes de interpretarse como una disminucion
real de su potencial toxico. Bajo esta perspectiva, el principal aporte cientifico del proyecto
radica en haber establecido un marco experimental integral para el estudio de la AFM1, capaz
de aplicarse en leche comercial, su riesgo potencial, su comportamiento digestivo, su
transformacion estructural por TUS y su respuesta celular intestinal en una misma logica de
evaluacion. Finalmente, los hallazgos obtenidos sustentan la necesidad de validar las
condiciones mas prometedoras de TUS en leche real y en derivados lacteos, compararlas con
tratamientos térmicos convencionales y profundizar en la identificacion estructural y la
evaluacion toxicoldgica de los productos de transformacion antes de proponer esta tecnologia

como una estrategia segura y eficaz para la mitigacion de la AFM1.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo constituyen una base sélida para el desarrollo
de estrategias de modificacion de AFM1 mediante TUS y abren varias lineas de investigacion
complementarias. En primer lugar, resulta prioritario realizar una comparacion sistematica
de la ventana operativa de TUS identificada en este estudio con los procesos térmicos
convencionales utilizados en la industria lactea, tales como la pasteurizacion y UHT. Una
comparacion directa entre TUS y estos procesos, en términos de conservacion de la calidad
fisicoquimica y preservacion de la bioactividad de componentes sensibles, posibilitaria
posicionar la TUS como una alternativa tecnoldgica viable (siempre y cuando se analicen
bien sus efectos citotoxicos) y cuantificar sus ventajas y limitaciones en comparacion con las

tecnologias de referencia.

En segundo lugar, la validacion en matrices reales constituye un paso imprescindible.
El presente estudio utiliz6 sistemas modelo basados en AFM1 en soluciones amortiguadoras
y en condiciones controladas, lo que permiti6 aislar el efecto de la TUS y caracterizar los
cambios estructurales y citotoxicos. Sin embargo, la AFMI1 se encuentra, en la practica, unida
a proteinas lacteas y distribuida en una matriz compleja de grasa, lactosa y minerales. La
aplicacion de TUS en leche cruda y en leche procesada, asi como en derivados lacteos de alto
consumo, permitird evaluar la eficacia del potencial toxico en condiciones tecnoldgicamente
relevantes y analizar posibles efectos sobre la funcionalidad proteica, la estabilidad de la

emulsion y la retencion de nutrientes.

Una tercera linea de trabajo esencial consiste en integrar la modificacion del potencial
toxico mediante la TUS con la evaluacion sensorial y tecnolédgica de los productos tratados
bajo las condiciones mas favorables en la viabilidad celular. La aceptacion del consumidor
no solo depende de la inocuidad, sino también de atributos como el sabor, el aroma, la textura
y la apariencia. La incorporacion de paneles sensoriales entrenados y de pruebas de
aceptacion con consumidores, junto con parametros tecnologicos (estabilidad durante el
almacenamiento, comportamiento en procesos posteriores tales como la fermentacion o la
elaboracion de queso), permitira determinar si las condiciones 6ptimas de la TUS para reducir
el riesgo toxicoldgico son compatibles con la calidad sensorial y tecno funcional requerida
por la industria.
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Desde una perspectiva mecanicista, también se propone, como linea futura, profundizar
en la relacion entre los productos de degradacion y la toxicidad residual. La caracterizacion
realizada mediante espectroscopia y espectrometria de masas sugiere rutas especificas de
transformacion del ntcleo difurano—lactonico de la AFM1 junto con técnicas de aislamiento
preparativo que permitan concentrar las fracciones mayoritarias y someterlas a estudios de
resonancia magnética nuclear. Esta aproximacion integradora permitiria confirmar las
estructuras  propuestas, diferenciar productos verdaderamente detoxificados de
intermediarios potencialmente reactivos y vincular cada perfil estructural con la respuesta

observada en los modelos celulares.

Otra linea de investigacion relevante consiste en vincular el efecto de la TUS sobre
AFMI1 con parametros avanzados de integridad de la barrera intestinal. El empleo de modelos
epiteliales mas complejos (cocultivos, monocapas con TEER monitorizada) y la inclusion de
marcadores de unioén estrecha, estrés oxidativo, inflamaciéon y dafio genético permitird
traducir con mayor precision los hallazgos in vitro a escenarios fisiolégicamente relevantes.
En paralelo, la caracterizacion de la solucion de AFM1 en PBS, incluyendo la cuantificacion
de H>O», el pH, la conductividad y otros indicadores de sondlisis del medio, ayudara a
discriminar entre los efectos atribuibles a los productos de degradacion de AFM1 y aquellos

relacionados con la matriz sonoprocesada.

Finalmente, el escalamiento de esta tecnologia a condiciones de planta piloto o
industrial amplia las oportunidades de investigacion adicional. La evaluacion de diversas
configuraciones de equipos, como sonotrodos de flujo continuo, reactores de mayor volumen,
junto con el andlisis de costo-beneficio y de huella energética, permitird determinar la
viabilidad real de la TUS como estrategia de control de AFM1 en cadenas lacteas. De este
modo, las evidencias generadas en este proyecto pueden aplicarse a propuestas de
intervencion concretas en salud publica y en la industria alimentaria, con el objetivo de
reducir el riesgo toxicoldgico asociado al consumo cronico de AF, sin comprometer la

calidad nutricional y sensorial de los productos lacteos.
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