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RESUMEN

Zuki, Beatriz ?; Batres, Lilia ?; Ortiz, Maria Deogracias ?; Judrez, Bertha °; Diaz-Barriga,
Fernando 2.
@ Coordinacion para la Innovacién y Aplicacidn de la Ciencia y Tecnologia, Universidad
Auténoma de San Luis Potosi, ° Instituto de Investigacidn en Zonas Desérticas, Universidad
Auténoma de San Luis Potosi

Palabras clave: Micotoxinas, almacenamiento, tortillas, leche, riesgo.

La nutricion es un factor fundamental para alcanzar y mantener una vida saludable. El gran reto
a nivel mundial es asegurar el acceso y la disponibilidad de alimentos, sin embargo, debe
garantizarse en todo momento la inocuidad de los mismos. En los ultimos afios se ha
incrementado la incidencia de enfermedades no transmisibles a nivel global. La Seguridad
Alimentaria es un tema de gran interés debido a que la poblacién en general estd expuesta a una
variedad de sustancias toxicas a través de la dieta. Los mayores esfuerzos se enfocan en la
toxicidad aguda, sin embargo, la exposicion crénica puede causar enfermedades a lo largo de la
vida. Las aflatoxinas son toxinas naturales producidas por hongos del género Aspergillus, que
afectan a una variedad de granos y cereales, siendo de especial interés puesto que contaminan
el maiz, que a su vez es un alimento basico de consumo humano y animal. La ingestién de estas
toxinas y el posterior metabolismo de las mismas conducen a efectos téxicos que involucran el
dafio hepatico y cancer de higado. La contaminacién por hongos en los alimentos puede ocurrir
antes o después de la cosecha y durante el almacenamiento y transportacion, razén por la cual
es son de suma importancia las buenas practicas desde el campo hasta la mesa. La aflatoxina B1
(AFB1) esta listada por la IARC como carcinégeno en humanos. Las tortillas y la leche son
alimentos ampliamente consumidos por la poblacién mexicana adulta e infantil. El objetivo de
este estudio fue el anadlisis de aflatoxinas en tortillas y leche de dos comunidades de San Luis
Potosi, México, para el calculo de la ingesta diaria y la posterior estimacion de riesgo.

Se midieron las concentraciones de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 y AFM1 mediante HPLC acoplado a
un detector de fluorescencia, obteniendo que en el 81% de las muestras de Tocoy y 54% de las
muestras de E. Bocas mostraron niveles detectables de aflatoxinas. El 35% de las muestras de
leche analizadas resultaron por encima del limite de deteccién. La ingesta diaria de aflatoxinas
por tortillas fue de 136.8 y 191.6 ng/kg p.c./dia en madres y nifios, respectivamente. El riego
cancerigeno estimado para poblacion sin seroprevalencia de virus de la hepatitis B (VHB) fue de
0.317 casos por 10,000 habitantes, y de casi 30 veces mayor para poblacién con seroprevalecia
del VHB. El contenido de aflatoxinas no estd regulado en contextos rurales, por lo que es
importante implementar medidas de control para el manejo pre y poscosecha para prevenir la
contaminacion.
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ABSTRACT

Key words: Mycotoxins, storage, tortillas, milk, risk.

Nutritions is a key factor to achieve a healthy life. The challenge is to guarantee the access and
availability of food worldwide, but ensuring food safety. In recent years the incidence of non-
communicable diseases has increased globally. Food safety is a subject of great concern since
general population is considerably exposed to a variety of toxic substances through diet. The
main efforts regarding prevention of toxic effects are focused in acute toxicity but it is also
important to be aware of chronic exposure that can lead to diseases later in life. Aflatoxins are
natural toxins produced by fungi Aspergillus that affect a variety of agricultural commodities,
being of special interest since they can be found in maize, basic in both human and livestock
nutrition. Ingestion of these toxins and later metabolism leads to toxic effects involving hepatic
damage and liver cancer. Fungi contamination can occur before or after the harvest and even
during storage and transportation, being relevant to keep good practices from field to fork.
Aflatoxin B1 (AFB;) is listed as a human carcinogen agent by the IARC. Both tortillas and milk
are widely consumed in Mexican territory by children and adults. The present study was
focused on the analysis of aflatoxins in tortillas and milk in two communities of San Luis Potosi,
Mexico, and the later calculation of dose of exposure to estimate risk. Concentrations of AFB1,
AFB2, AFG1, AFG2 and AFM1 were measured by HPLC coupled with fluorescence detector,
obtaining that in 81% of samples from Tocoy and 54% of samples from E. Bocas aflatoxins were
detectable, while 35% of samples of milk were above the limit of detection. The daily intake of
aflatoxins in tortillas were 136.8 and 191.6 ng/kg bw/day in mothers and children, respectively.
The estimated carcinogen risk was of 0.317 cases per 10,000 people with no Hep B virus
prevalence, and almost 30 times higher for population with Hep B virus prevalence. Aflatoxins
content is not regulated in rural contexts, so it is important to implement control techniques in

pre and post-harvest handling in order to prevent contamination.
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1 INTRODUCCION

En la actualidad se considera a la nutricion como un elemento fundamental para alcanzar y
mantener una vida saludable. Una dieta pobre puede tener efectos negativos tales como la
disminucion de la respuesta inmune, provocar dafios en el desarrollo fisico y mental, reducir la
productividad y sobre todo incrementar la susceptibilidad al desarrollo de enfermedades (OMS,

2014). Por tal motivo, la seguridad alimentaria es hoy un reto a nivel mundial.

La Seguridad Alimentaria y Nutricional (SAN) tiene su origen en la Declaracién Universal de los
Derechos Humanos, en el afio de 1948, en la que se reconocié el derecho al alimento como eje
central del bienestar humano. Por definicion, la seguridad alimentaria se logra “cuando todas las
personas tienen en todo momento acceso fisico y econdmico a suficientes alimentos inocuos y
nutritivos para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus preferencias en cuanto a alimentos,

a fin de llevar una vida activa y sana” (Cumbre Mundial de la Alimentacion, 1996).

En la seguridad alimentaria se pueden identificar cuatro dimensiones:

Disponibilidad de alimentos
Acceso a los alimentos

Utilizacion de los alimentos

Sl

Estabilidad

Actualmente, la prioridad esta en lograr que las personas tengan acceso y asegurarlo, pero es
de vital importancia asegurar también que los alimentos disponibles y accesibles tengan la

calidad necesaria para ser consumidos, ya que nos enfrentamos de manera frecuente a

13



escenarios en donde los alimentos se convierten en la causa (directa o indirecta) de algunas

enfermedades, sobre todo aquellas consideradas crénicas no infecciosas.

Las enfermedades crdnicas no infecciosas constituyen las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial (Hanson & Gluckman, 2011; OMS, 2011). En la poblacidn infantil se
destacan el asma, los defectos de nacimiento, desérdenes del neurodesarrollo, cancer, diabetes
y obesidad (Bloom, Cohen, & Freeman, 2010). Para el caso de la poblacion adulta, se incluyen
enfermedades cardiovasculares (ECV), cancer, diabetes y obesidad, enfermedades autoinmunes

y alergias (Pleis, Ward, & Lucas, 2010).

A este respecto, es importante sefialar que estas enfermedades tienen componentes tanto
genéticos como ambientales. Sin embrago, dado que la incidencia ha aumentado
considerablemente, el origen no puede explicarse en su totalidad debido a los factores
genéticos. Se ha estimado que aproximadamente el 24% de las enfermedades y desdrdenes a
nivel global se deben en una parte a factores del medio ambiente (Priiss-Ustiin & Corvalan,
2006). Por ello, el componente ambiental en la carga de morbilidad debe ser estudiado, sobre

todo en lo que concierne a la alimentacion.
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Figura 1. Seguridad alimentaria y nutricional: interaccidon entre las cuatro dimensiones.
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Fuente: Adaptado de Food Insecurity and Vulnerability Information and Mapping Systems (FIVIMS), www.fao.org, 2008.

En lo referente a factores ambientales, los alimentos constituyen una fuente de exposicion a
multiples sustancias toxicas. Los contaminantes y aditivos en los alimentos, producto del
procesamiento y manufactura, pueden afectar negativamente a la salud humana (OMS, 2006).
Los alimentos pueden contaminarse a través del aire, agua y suelo contaminado con diversos
compuestos entre los que destacan por su importancia los metales pesados, contaminantes
organicos persistentes, hidrocarburos aromaticos policiclicos y toxinas naturales, ademas de
otros contaminantes como resultado de su adicién intencional, entre los cuales podemos
nombrar a los agroquimicos, plaguicidas y farmacos animales. Ademas de fuentes externas de
contaminacion en los alimentos, se puede presentar contaminacién de manera natural como

resultado de la presencia de microorganismos en el medio y de su metabolismo.
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La lista de amenazas de relevancia en cuanto a la inocuidad alimentaria varia de acuerdo al
contexto. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO), a través de la FCC
(Food Chain Crisis Management Framework) centra sus esfuerzos en la cadena alimentaria y las
plagas que pueden afectar la salud humana, la seguridad alimentaria, la sustentabilidad, la
economiay los mercados globales. Entre estas amenazas se encuentran la influenza aviar, locust
y otras plagas, enfermedades del trigo, maiz, yuca y platanos, patdégenos transmitidos por los

alimentos, y micotoxinas (FAO, 2015).

Sin embargo, en México, antes de hablar sobre inocuidad existen dos problemas prioritarios
relacionados con la alimentacién. Por un lado, esta la obesidad y por otro, la desnutricion infantil.
Para el grupo de edad de cinco a catorce afios la desnutricion cronica es de 7.25% duplicandose
este porcentaje en las poblaciones rurales (UNICEF México, 2012). Ambas problematicas son
protagonistas de las campafias de salud nacionales, pero en lo que respecta a la desnutricién y
con base en los Objetivos de Desarrollo Sostenible, se cred el programa Cruzada Nacional contra
el Hambre (CNcH), cuya meta es la de abatir la pobreza extrema alimentaria que presentan 7.01

millones de mexicanos. Para lograr esta meta se establecen cinco objetivos (SEDESOL, 2014):

1. Cero hambre a partir de una alimentacion y nutricién adecuada de las personas en
pobreza multidimensional extrema y carencia de acceso a la alimentacion;

2. Eliminar la desnutricién infantil aguda y mejorar los indicadores de peso y talla de la
nifez;

3. Aumentar la produccion de alimentos y el ingreso de los campesinos y pequefios
productores agricolas;

4. Minimizar las perdidas post-cosecha y de alimentos durante su almacenamiento,
transporte, distribucion y comercializacion;

5. Promover la participacién comunitaria para la erradicacion del hambre.

16



Como se observa, en las medidas anteriores se incluye la necesidad de acciones preventivas y
de control para evitar las pérdidas post-cosecha. Por un lado, la contaminacién de los productos
de cosecha se puede traducir en la falta de abasto de alimento, y por otro, la merma en la calidad

de los alimentos que efectivamente llegan a la mesa de los consumidores.

1.1 Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos producidos por hongos y existe una gran variedad de ellas
dependiendo de la especie de hongo. Entre las de especial importancia en la agricultura estan
las fumonisinas, la ocratoxina A, tricotecenos, la zearalenona y las aflatoxinas (INEGI, 2009). En

este estudio la atencidn se centro en las aflatoxinas.

Las aflatoxinas son toxinas producidas por los hongos Aspergillus flavus y A. parasiticus. Entre las
dos especies producen las aflatoxinas B1, B2, G1 y G, (Tabla 2), aungue se conocen 18 tipos de
aflatoxinas (Beuchat, 1978; Pavao, Soares-Nieto, Ferreira-Neto, & Leao, 1995). La primera
especie produce sélo aflatoxinas B, mientras que la segunda produce tanto aflatoxinas B como
G. El hongo A. flavus esta ampliamente distribuido en el mundo, pero su desarrollo se favorece
principalmente en las zonas tropicales; se puede encontrar principalmente en cacahuates, maiz
y semillas de algoddn. A. parasiticus tiene una distribucién menory es menos comun encontrarlo
en el maiz. Otras especies menos estudiadas como el A. nomius y el A. pseudotamarii también

son productoras de aflatoxinas.

Quimicamente, estas toxinas son derivados difuranocumarinicos. Las aflatoxinas B contienen un

anillo de ciclopentanona, mientras que las aflatoxinas G tienen un anillo de lactona. La
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temperatura 6ptima para la produccién de aflatoxinas es de 27 °C, mientras que se requiere un
minimo de 10-12 °C para el desarrollo del moho (Hesseltine, 1976). En cuanto a la actividad de
agua, la aw minima para el desarrollo del moho es de 0.75 y de 0.83 para la produccion de la
toxina (Gimeno, 2002). El control de los factores fisicos es, por lo tanto, un aspecto critico en la
contaminacion de los alimentos con estas toxinas, que puede ocurrir antes de la cosecha,
inmediatamente después de ésta, o durante el almacenamiento. La complejidad y las medidas
para el control de la contaminacién por aflatoxinas dependeran entonces de la etapa en la que

se encuentre el maiz.

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC) calcula que aproximadamente 4,500 millones de personas que habitan en
paises en vias de desarrollo pueden estar expuestas de forma crénica a aflatoxinas presentes en
la dieta (CDC, 2004). Puede hacerse un seguimiento de la exposicion en humanos, ya que las
aflatoxinas y sus metabolitos pueden identificarse en fluidos bioldgicos humanos como orina,

sangre y leche humana (Europea, 2006).

Existen ademas las aflatoxinas M1y My, que son los metabolitos hidroxilados de las AFB1 y AFBy,
respectivamente. Estas micotoxinas se encuentran presentes en la leche como resultado de la
ingestién de alimentos contaminados con estas aflatoxinas. Aunque las seis mencionadas son las
mas estudiadas, existen ademas las aflatoxinas P1y Qg, las cuales son producto del metabolismo

de la AFB.

A través de varios estudios en América, Asia y Europa, se ha detectado la presencia de estas

micotoxinas en maiz, cacahuates, soya, sorgo, alimento para pollos, productos del maiz,
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productos del cacahuate y mantequilla (INEGI, 2009). En América Latina cabe resaltar que el
maiz es un elemento tradicional de la dieta y, por lo tanto, ampliamente consumido. En la Tabla
1 se muestran algunos resultados de las concentraciones de aflatoxinas encontradas en maiz en

algunos paises de América Latina.

Ademas de estudios puntuales en maiz y otros alimentos, se han realizado otros longitudinales,
tratando de observar el fendmeno de la contaminacién en diferente fecha. Tal es el caso de un
estudio realizado en Argentina, de 1999 al afio 2010, para el cual también evaluaron la variable
del almacenamiento, obteniendo niveles mas altos de AFB1 en muestras almacenadas que en las
de maiz recién cosechado, con concentraciones entre 0.22 y 4.5 mg/kg (Garrido, Herndndez

Pezzani, & Pacin, 2012).

1.1.1 Toxicidad

Quimicamente, las aflatoxinas son estructuras que contienen un anillo dihidrodifurano o
tetrahidrodifurano unido a una cumarina que puede tener un anillo de cinco o seis atomos de

carbono. El nombre oficial y la estructura quimica de las toxinas se muestran en la Tabla 2.

De acuerdo con la informacidén provista por la Agencia Internacional de Investigacidn contra el
Cancer (IARC), en la Monografia No. 82 publicada en 2002, la clasificacién de las aflatoxinas es

la mencionada en la Tabla 3.

Las aflatoxinas cruzan la barrera placentaria por lo que la exposicion puede iniciarse in utero. Se
ha asociado la exposicidn con deterioro en el crecimiento de nifios a temprana edad. En estudios

con ratones se observaron malformaciones y bajo peso fetal después de tratarlos con altas dosis
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de aflatoxinas via peritoneal (INEGI, 2009). De acuerdo a experimentos realizados con ratas, la
AFB; se transforma en AFB; y sigue el metabolismo de ésta para unirse al ADN. La AFG; se une
al ADN y produce aberraciones cromosémicas en roedores. En cultivos celulares animales y
humanos, induce dafio al ADN. Se ha asociado con deficiencias en el crecimiento (Gong et al.,
2002; Gong et al., 2004); (Shouman, El Morsi, Shabaan, Abdel-Hamid, & Mehrim, 2012) vy con

hepatomegalia (Gong et al., 2012).

Tabla 1. Analisis de aflatoxinas en paises de América Latina y el Caribe.

México (1995) (Torres-

Espinoza, Acuna-Askar,

Maiz 20 ng/g
Naccha-Torres, & Castellon-
Santa Ana, 1995)
Meéxico (2011) (Castillo-
Urueta, Carvajal, Mendez, Maiz tortillas 0.003- 0.385 ug/kg
Meza, & Galvez, 2011)
Guatemala (1988) (Canahui, Pastel de maiz 51 pg/kg
1988) Maiz <4 pg/kg
Cuba(Sanchez, 1988) Maiz 10-95 pg/kg
Costa Rica(Mora, 1980) Maiz 50 ug/kg

La AFB; se absorbe en el tracto gastrointestinal y se metaboliza en el higado. Una fraccién se
activa y se fija en este d6rgano, mientras que otra fraccion sufre metabolismo y puede ser
excretada en la bilis y posteriormente en las heces, o redistribuida en torrente sanguineo (Dennis
& Hsieh, 1981). Puede inducir mutaciones puntuales y se considera clastégena (Europea, 2006);

Scorsone et al., 1992).
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Tabla 2. Estructura quimica de las Aflatoxinas

B1 (6aR,9aS)-2,3,6a,9a-Tetrahidro-4-metoxiciclopenta[c]vfuro-
0 0 (3',2":4,5)furo[2,3-h][l]benzopiran-1,11-diona (9Cl)

Peso molecular: 312.3

B2 (6aR,9aS)-2,3,6a,8,9,9a-Hexahidro-4-methoxiciclopenta [c]-
furo[3',2":4,5]furo[2,3-h] [I]benzopiran-1,11-diona (9Cl)

Peso molecular: 314.3

G1 (7aR,10aS)-3,4,7a,10a-Tetrahidro-5-metoxi-1H,12H-furo-
[3',2":4,5]furo[2,3-h]pirano[3,4-c][l]benzopiran-1,12-diona (9Cl)

Peso molecular: 328.3

G2 (7aR,10aS)-3,4,72,9,10,10a-Hexahidro-5-metoxi-1H,12Hfuro[
3',2":4,5]furo[2,3-h]pirano[3,4-c][l]benzopiran-1,12-diona (9Cl)

Peso molecular: 330.3

M1 (6aR,9aR)-2,3,62,9a-Tetrahidro-9a-hidroxi-4-methoxiciclopental
0 clfuro[3’,2":4,5]furo[2,3-h][l]benzopiran-1,11-diona (9Cl)

Peso molecular: 328.3
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Tabla 3. Clasificaciéon de las aflatoxinas por la Agencia Internacional de Investigacion contra el Cancer

(INEGI, 2009)

Grupo IARC Evaluacion de los estudios de aflatoxinas

Existe suficiente evidencia en humanos de carcinogenicidad de la mezcla de
aflatoxinas.

Hay suficiente evidencia en modelos animales de carcinogenicidad de la AFB;

1 Hay suficiente evidencia en modelos animales de la carcinogenicidad de la
AFG;.
Hay suficiente evidencia en modelos animales de la carcinogenicidad de la
AFM;.

2A Hay evidencia inadecuada en modelos animales de la carcinogenicidad de la
AFGs.

2B Hay limitada evidencia en modelos animales de la carcinogenicidad de la AFB,.

1 Carcinégeno en humanos
2A Probablemente carcinégeno en humanos
2B Posiblemente carcindgeno en humanos

La AFB; es hepatotdxica en animales y humanos. Tiene actividad inmunosupresora en animales
puesto que inhiben la fagocitosis y la sintesis proteica, lo que tiene impacto en la formacién del
ADN, ARN vy proteinas ribosémicas (Sharma, 2004; Smith, 1982). Lo anterior sucede a raiz de la
inhibicion de la ARN polimerasa dependiente de ADN en el nucleo y la toxina se une de manera
covalente al ADN, seguido de la estimulacion de la reparacion del ADN. La aflatoxina se activa
en lamembrana del nlcleo a una forma que inhibe la sintesis del ARN. Aumenta la permeabilidad
de la mitocondria y se ve interrumpido el transporte de electrones; altera el metabolismo del

ARN vy la morfologia del ntcleo (Dvorackova, 1990).

Ademas de los anteriores, se produce el metabolito genotdxico AFB1 8,9-exo-epdxido, por la
intervencion del CYP1A2, 3A4, 3A5, 3A7 y enzimas GSTM1 (Glutation-S-tranferasas) (Figura 2).
La formacién de este epdxido conlleva a la formacion de aductos con el ADN, ya que su
inestabilidad promueve la unién con la guanina (INEGI, 2009) (Sheabar, Groopman, Qian, &

Wogan, 1993).
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En algunos trabajos se han estudiado compuestos antioxidantes presentes en la dieta, que
podrian afectar esta union de la AFB1 con el ADN. Entre los mas mencionados estan la vitamina
A (Qin y Huang, 1986), flavonoides de plantas (Francis et al. 1989) y compuestos fendlicos (San

y Chan, 1987; Francis et al. 1989).

La activacién del exo-epodxido, la union de éste al ADN para la formacién del aducto vy la
modificacion del gen TP53 son los mecanismos por los cuales se producen mutaciones que
eventualmente forman tumores (IARC, 2002). El epdxido puede oxidarse a dialdehido y se
condensa con el grupo amino del aminodcido lisina, por lo que se forma el aducto con la
albumina a través de la lisina. Entre el 1 y 3% de una dosis de aflatoxina B puede unirse a la
albumina del suero (Skipper, Hutchins, Turesky, Sabbioni, & Tannenbaum, 1985). El tiempo de
vida media de este aducto es de 20 dias, por lo que puede ser usado como marcador bioldgico

de exposicion.

En un estudio reportado por Wild y colaboradores (Wild, Jiang, Sabbioni, Chapot, & Montesano,
1990), se utilizd este metabolito como marcador bioldgico de exposicion en suero de nifios vy
adultos de Asia, Africa y Europa. Como resultado se obtuvieron concentraciones detectables en
la totalidad de los nifios africanos y concentraciones de 25 a 200 pg del aducto AFB;-lisina/mg
de albumina en 20 adultos. En otros estudios realizados en Asia y Africa, se obtuvieron datos de
desarrollo de carcinomas en higado debido a la ingesta de distintos alimentos como crema de
cacahuate, cereales y aceite de granos, relacionando la presencia de aflatoxinas en alimentos y

en fluidos corporales (INEGI, 2009).
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Tanto los metabolitos urinarios como los aductos aflatoxina-lisina en suero reflejan la exposicion
en un periodo reciente (dias o semanas), por lo que no pueden ser utilizados para medir

exposiciones anteriores a ese tiempo (INEGI, 2009).

La respuesta téxica en humanos se vera influenciada principalmente por la biodisponibilidad y
la toxicidad de la aflatoxina; la ingesta diaria de toxina, la continuidad de la ingesta, el peso del
individuo, asi como el estado fisioldgico y la edad. Por lo anterior, la susceptibilidad de los nifios

a los efectos toxicos de las aflatoxinas suele ser mayor (Kuiper-Goodman, 1994).

La exposicion cronica a aflatoxinas puede ser un factor en el desarrollo de enfermedades
hepaticas. De acuerdo con datos del Instituto para la Medicion y Evaluaciéon en Salud (Institute
for Health Metrics and Evaluation) la cirrosis se posiciona en el quinto lugar de las causas de
mortalidad en la poblacion general mexicana, ocupando el primer puesto en el grupo de edad
de 40 a 54 afios (SSA., 2002). La cirrosis puede deberse al consumo de alcohol, a la infeccién por
Hepatitis B o C, y a otros factores. El consumo de alcohol en este caso es el riesgo principal
asociado a la mortalidad, desde los cinco afios hasta antes de los 50 afios de edad; después de

esta edad, el alto indice de masa corporal se convierte en la causa nimero uno.

La incidencia de carcinoma hepatocelular (CHC) ha sido asociada con la ingesta de aflatoxinas. A
través de varios estudios (Alpert, Hutt, Wogan, & Davidson, 1971); (Harris & Sun, 1986) se ha
demostrado la influencia de las aflatoxinas en el desarrollo de enfermedades hepaticas, sobre
todo cuando existe previamente una infeccidon por los virus de Hepatitis. En estudios
epidemioldgicos se ha observado una correlacion con el aumento de riesgo de CHC y dosis altas

de aflatoxinas, mostrando mayor susceptibilidad en individuos expuestos a virus de la Hepatitis
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C. EL CHC es una de las principales causas de muerte por cancer en los paises en desarrollo. La
exposicion cronica a aflatoxinas aunado a la infeccidn por virus de la hepatitis B conlleva a un
riesgo de presentar cancer en higado 30 veces mas alto que en individuos solamente expuestos
a aflatoxinas (Groopman, Kensler, & Wild, 2008). También existe un efecto sinérgico en el efecto

de las aflatoxinas y la presencia de virus de la hepatitis C con el CHC (Liu & Wu, 2010).

OCH;

Aflatoxin P, Aflatoxin By,
(aflatoxin B,y hemiacetal)

OCHy

Aflatoxicol M, Aflatoxin B,-8,9-dihydro-8,8-diol

Aflatoxin By-8,9-epoxide

Aflatoxin

\_ J

Figura 2. Principales metabolitos de la Aflatoxina B1 (Essigmann, Croy, Bennett, & Wogan, 1982).
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1.2 Maiz

El maiz es un cereal ampliamente consumido en México. El consumo per capita anual llega a los
120 kg (Garcia-Lara & Bergvinson, 2007). Debido a su composicién, es una excelente fuente de

carbohidratos y una buena fuente de proteinas (Tabla 4).

Existen diversos productos elaborados a partir del maiz, tales como la harina de maiz, atole y los
platillos preparados con masa nixtamalizada como los tamales y las tortillas, siendo estas
ultimas, parte fundamental de la dieta mexicana. Las tortillas forman parte tanto de la dieta de
adultos como de niflos y su consumo en areas urbanas es de 155.4 g y de 217.9 g en areas

rurales, de acuerdo con datos de la Secretaria de Economia (SE, 2012).

Tabla 4. Composicién quimica de algunas especies de semilla de maiz (100 g)

Agua Proteina Lipidos Carbohidratos Cenizas
13.8 8.9 2.0

3.9 72.2

1.2

Fuente: Watt y Merril, 1963.

A nivel nacional, los mayores productores de maiz son los estados de Sinaloa, Jalisco y Michoacan
de Ocampo. El volumen de produccion de Sinaloa el afio 2014 alcanzo las 3,686,274 toneladas

(INEGI, 2015).

En cuanto al consumo humano, el mas usado para la elaboracién de tortillas es en su mayoria el
maiz blanco. Para la elaboracion de tortilla, puede seguirse el método tradicional que incluye la

preparacion manual de la masa, o el uso de harina nixtamalizada preparada industrialmente para
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la elaboracidn de masa. Esta masa es utilizada en las tortillerias para la elaboracion del producto

y en medios urbanos es altamente consumida por la poblacidn.

Del 2003 al 2010 la produccion de harinas de maiz en México mostrd una tasa media de
crecimiento anual de 11.2%, lo que se tradujo en un valor de 15,750 millones de pesos para el
ultimo afio. Esta produccion se concentra en grandes empresas como Grupo Industrial MASECA
(71.2%), MINSA (23.5%), Harimasa (1.4%), Cargill de México (1.3%), Molinos Anahuac (1.1%)

(CEDRSSA, 2014).

Ademas de su importancia en la alimentaciéon humana, el maiz es uno de los forrajes mas
utilizados en la ganaderia, prefiriéndose el uso de maiz amarillo para este fin. En la actualidad se
reporta que el 61.9% de la produccion se destina al forraje, mientras que el restante se dirige al

consumo humano, al uso industrial y como semilla (FIRA, 2016).

Cuando se habla de maiz forrajero, se puede referir a tres tipos principales, clasificados como
rastrojo, grano y ensilaje, siendo el Ultimo el mas utilizado como alimento de ganado lechero,
debido a que el maiz puede conservarse por mas tiempo. Mediante fermentacion anaerobia de
los carbohidratos de la planta, el pH disminuye a un rango de 3.8 a 5, como consecuencia de la
generacion del acido lactico, lo cual previene la proliferacion de otros microorganismos y plagas

(Jurado-Guerra, Lara-Macias, & Saucedo-Teran, 2014).

A pesar de resaltar la importancia que el maiz tiene para México, es importante mencionar que
su produccién se extiende alrededor del mundo dada su relevancia en la produccién de proteina

animal y en el sector industrial. Para el ciclo de produccién 2016-2017, se calculé un aumento
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del 6.9% con respecto al ciclo 2015-2016, con lo que podria alcanzarse un récord histérico (FIRA,

2016). De este modo, se espera que el consumo mundial se incremente en un 3.2 por afio.

La lista de los mayores productores la encabeza Estados Unidos con una produccién 15 veces

mayor a la de México, como se observa en la Tabla 5Tabla 5.

Tabla 5. Principales paises productores de maiz.

Pais Toneladas Métricas
Estados Unidos 366,539,000
China 218,000,000
Otros 94,904,000
Brasil 82,000,000
Unidn Europea 64,275,000
Argentina 34,000,000
Ucrania 26,000,000
México 24,200,000

Fuente: CNPAMM, 2017.

1.2.1 Contaminacion del maiz

Tan importante como el éxito del proceso de produccidn, resulta el manejo del producto
después de la cosecha, puesto que un porcentaje elevado del producto cosechado puede
perderse debido a un manejo inadecuado. Las etapas del manejo post-cosecha incluyen el
secado, la limpieza, la seleccidn, la clasificacion, el almacenamiento y por ultimo el control de
plagas (Revista Enlace, 2014). De acuerdo con estudios reportados en 2009, las pérdidas durante
la post-cosecha de los pequefios productores van del 10 al 20% en regiones subtropicales,
mientras que para areas tropicales van del 20 al 50% (CIMMYT,; (Escalante, 2009). Como se

representa en la Figura 3, el maiz puede ser atacado por distintas plagas en la fase de produccién.
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Sin embargo, en esta publicacién el problema de la contaminacion por hongos ni siquiera es

mencionado.

r

.

Endosperma

Germen R
Pericarpio

=  secado

= limpieza

= seleccién

= clasificacién

= almacenamiento

125-210 215-270 = control de plagas
dias dias dias dias dias dias dias

= T =
— < » € »
Gusano trozador Gusano delamoscay  Gorgojo y problemas
= = mariposa de la por Fusarium
Gusano cogollero mazorca
PRODUCCION ACONDICIONAMIENTO

Figura 3. Sistema de produccion de maiz y fase de acondicionamiento (Revista Enlace, 2014).

Las plagas constituyen una preocupacion para los agricultores debido a la disminucion del
rendimiento, la calidad fisioldgica del grano y el valor nutritivo. Estos dafios tienen como
consecuencia la disminucion del valor comercial, teniendo a su vez impacto en el ingreso

percibido de los productores.

En los cultivos de maiz pueden presentarse plagas del suelo y plagas del follaje; las primeras se
alimentan de la raiz causando una disminucion de la capacidad para absorber nutrientes y agua,

mientras que las del follaje se alimentan de las hojas y la savia.
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Algunas de las plagas mds comunes en la etapa de producciéon son el barrenador grande del
grano (Prosephanus truncatus), el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais) y la palomilla del maiz
(Sitotroga cerealella). Sin embargo, las alteraciones descritas en las fuentes consultadas estan
mas frecuentemente referidas a insectos y a especies de Fusarium (Figura 3), sin incluir las
demas micotoxinas y por lo tanto las aflatoxinas del género Aspergillus. En el caso de mohos de
otras especies micotoxigénicas en campo, el maiz puede verse afectado por Aspergillus flavus
(Angle, 1987; Lillehoj, Wall, & Bowers, 1987) Horn et al., 1995) y la contaminacion ocurre debido
a dafios estructurales causados por insectos. Por esta razdn, el control de plagas se convierte en

una medida preventiva contra la contaminacion por hongos.

1.2.2 Almacenamiento

Después de la cosecha, los granos continldan con el proceso de respiracion, que tiene como
resultado la generacién de bidxido de carbono, agua y energia en forma de calor, razén por la
cual el deterioro del grano esta relacionado con la aceleracién en el proceso de respiracion.
Condiciones de humedad alta y temperatura alta del grano pueden favorecer la reproduccion
de insectos, lo cual a su vez aumenta la temperatura y aumenta la humedad para continuar la
proliferacion. Un contenido alto de humedad al momento de la cosecha puede favorecer la
subsecuente contaminacién. Aln con un porcentaje de humedad seguro para permanecer libre
de contaminacion durante el almacenamiento, (del 15%) el maiz puede contaminarse por la
accion de gorgojos (Sitophilus zeamais) que transportan y diseminan las esporas (Christensen &
Kaufmann, 1969). Esta inoculacion es precedida por el dafio que ocasionan en el pericarpio del
grano. La proliferacion de gorgojos a su vez, conlleva al aumento de humedad y temperatura de

los granos, facilitando la infestacion por otros insectos.
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En las comunidades rurales, la promocién del buen manejo de post-cosecha esta impulsada por
la iniciativa de la fundacién Rockefeller, conocida como Reduccion Global de Pérdidas y
Desperdicio de Alimentos, descrita por la FAO como SAVE FOOD (FAO, 2011). Mediante
tecnologias se busca favorecer a los productores de bajos ingresos en Africa y se basa
principalmente en el almacenamiento de los granos secos en contenedores o silos metalicos. En
México, se tiene el antecedente de la reparticién de estos silos de [dmina galvanizada en la regién
mixteca oaxaquefia. A nivel local, la SAGARPA ha repartido contenedores de plastico de
capacidad aproximada de 300 kg en solo algunas comunidades de la region Huasteca, con el fin
de proteger los granos de la intemperie para prevenir las condiciones desfavorables.

Actualmente se dejé esta iniciativa en pausa para probar con otros materiales.

1.2.3 Control

A nivel nacional los problemas mas frecuentes de contaminacion de maiz por aflatoxinas han
tenido lugar en el estado de Tamaulipas. En el afio de 1989 se registré uno de los eventos mas
significativos histéricamente, puesto que, debido a la combinacién de altas temperaturas y
sequia, se favorecio el desarrollo de plagas y la presencia de aflatoxinas en concentraciones
aproximadas de 45-65 g de AFBi/kg y posterior al almacenamiento, mayores de 250 ug de
AFB1/kg (Figueroa, 1999; Guzman-De Pefia, 1989).

Afos después, y como consecuencia de la afectacion de un amplio nimero de cultivos, en abril
de 2012 la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) decidio dotar a los agricultores de un fungicida de nombre Kuali para prevenir y

detener la contaminacion por el hongo Aspergillus.
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En el estado de San Luis Potosi no se tienen antecedentes importantes de contaminacion por
aflatoxinas, sin embargo, es dificil obtener un registro puesto que el abordaje de la problematica
es relativamente reciente. Los esfuerzos de la SAGARPA, estan concentrados en el control de las
plagas presentes sobre todo en la fase desarrollo. Para los riesgos de contaminacién en la fase
de almacenamiento, las medidas de control incluyen el tratamiento con Fosfuro de Aluminio
(AIP), el cual se puede encontrar disponible en tabletas, pellets y polvo contenido en sobres,
dependiendo de las condiciones en las cuales se vaya a utilizar. Sin embargo, este producto tiene

un alcance limitado y no se distribuye de manera generalizada.

En la regidén Huasteca del Estado, la SAGARPA ha repartido este tipo de tabletas, que, al ser
expuestas a condiciones atmosféricas de temperatura y humedad, liberan fosfina (fosfuro de
hidrogeno). La fosfina es un gas de alta toxicidad, con un limite de tolerancia para exposiciones
continuas o TLV, de 0.3 ppm. Una tableta de tres gramos produce finalmente un gramo de
fosfina en un periodo de 24-48 horas y esta liberacidén se ve afectada por la temperatura y
humedad. Resulta efectiva para combatir tanto insectos como roedores. Se ha demostrado su
eficacia ademas para la inhibicion de hongos en maiz (Leitao, De Saint-Blanquat, & Bailly, 1987),
con resultados que describen una disminucion en el crecimiento del micelio de varias especies
de Aspergillus, asi como de la produccién de micotoxinas. Por ello, este método de control podria

ser Util para controlar la produccion de aflatoxinas en el maiz una vez que esta almacenado.

Otros investigadores han buscado estrategias para disminuir la concentracion de aflatoxinas en
los alimentos, una vez que los granos estan contaminados y que las medidas de prevencién no
fueron aplicadas. Como ejemplo, se han estudiado métodos de descontaminacion de productos

agricolas mediante el uso de amoniaco para convertir la aflatoxina Bi en aflatoxina Di. Sin
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embargo, la aplicacién de este proceso debe acompafarse de tratamiento térmico puesto que
se ha reportado la reversion hacia aflatoxina Bi. Este método se ha llevado a cabo
comercialmente de manera limitada por la controversia respecto a la confiabilidad de los

resultados (Muller, 1982).

A pesar de que las aflatoxinas no son degradadas rapidamente al cocinarse, puede disminuirse
su concentracion mediante otros tratamientos en la preparacion de alimentos (Goldblatt, 1969);
(Mdaller, 1982). Tratdandose de la tortilla, la preparacion incluye el tratamiento alcalino de los
granos de maiz con cal, ademds de su cocimiento, en lo que llaman “nixtamalizacién”. Este
proceso afecta negativamente la concentracion de aflatoxinas y ha sido estudiado con
anterioridad en varios estudios. En un estudio realizado por Torres et al., se obtuvo que tras
seguir el procedimiento tradicional se elimind el 51.7% de las aflatoxinas en las tortillas, mientras
gue, con el procedimiento comercial, en el que se descarta el uso de cal, se logré eliminar sélo
el 29.5% (Torres, Guzman-Ortiz, & Ramirez-Wong, 2001). En otro estudio a este respecto
(Guzman-de-Pefia, Trudel, & Wogan, 1995) se obtuvo que la reduccion en el contenido de
aflatoxinas luego de la preparacion del nixtamal fue del 83%, mientras que en el reportado por
Pemberton et al. (1991) se estimd una reduccion de 40% del contenido de aflatoxinas después

de la preparacion tradicional del nixtamal (Pemberton & Simpson, 1991).

1.3 Leche

La leche se define como “el producto integral obtenido de la ordefia higiénica de la vaca lechera”.

Es uno de los alimentos con mayor valor nutrimental, por lo que es altamente recomendado
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para la dieta infantil. Debido a su composicidn, la leche aporta el 21% de las necesidades de
proteina y ademas del calcio, contiene nutrientes esenciales tales como magnesio, selenio,

riboflavinas, vitamina B12 y B5, entre otros. (FAO).

En lo que respecta a la contaminacion de leche por aflatoxinas, la AFM1 se produce como
resultado del proceso de metabolismo de la AFB;. Tanto la AFM1 como otros metabolitos se
excretan en el sistema circulatorio y posteriormente se distribuyen en la leche, huevos, musculo

y tejidos (Dennis & Hsieh, 1981).

A partir de laingesta de la AFB; en el alimento contaminado, dentro de las siguientes 12-24 horas
se puede detectar la presencia de AFM; en la leche. La conversién de AFB1 a AFM1 puede estar
influenciada por factores como la raza del ganado, la concentracién ingerida de la AFB1, el estado
de salud de los animales, asi como la cantidad y el tiempo de la administracién del alimento,
aunque es de esperarse que el metabolismo particular de los animales tenga influencia en las

diferencias en las concentraciones finales de AFM1 en la leche (Gimeno, 2004).

A nivel nacional, se produce leche en todo el territorio, sin embargo, para el 2010 la produccion
se concentré en los estados de Jalisco, Coahuila de Zaragoza, Durango y Chihuahua (México,
2012). El mayor productor, Jalisco tuvo produccion anual de 1,194,866 toneladas, que

representan el 19% del total nacional.

En los ultimos afios, la produccion de leche se incrementd en un 9.5% de 2010 a 2016 y se espera
gue para en 2017 aumente un 1.7% para el sector lechero. De acuerdo con Kantar Worldpanel

(Kantar-Worldpanel, 2017) el 10.7% del gasto por familia estd destinado a leche liquida,
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promediando los 217 L anuales. Para el afio 2016, se reportd un consumo per capita de 124 L

anuales, lo cual sigue por debajo de la recomendacién del a FAO de 180 L.

La leche por su parte, es uno de los diez productos mas consumidos en el pais. De la lista de los
10 productos, cuatro de ellos son leche o productos lacteos!: Lala®, Nutrileche®, Liconsa® y

Alpura® (Arteaga, 2014).

Ademas de leche liquida, existe un alto consumo de leche en polvo para elaborar producto
ldcteo, el cual es el caso del Programa de Abasto Social de Leche de LICONSA, la cual es una
empresa de participacion estatal mayoritaria, que industrializa y distribuye leche a precio

subsidiado en todo el pais.

Los productos de origen animal como la leche y los productos lacteos son fuente de aflatoxinas,
debido a laingesta de piensos y forraje contaminado previamente con estas toxinas. Como parte
del metabolismo de la AFB; y la AFB; en el ganado, se producen la AFM1y la AFM,, que son
excretadas en la leche. La tasa de conversion estimada es de 1-3% entre la AFB1 y la AFM; (Alj,

Hashim, & Yoshizawa, 1999; Barbieri, Bergamini, Ori, & Pesca, 1994).

Los procesos para el procesamiento de la leche, tales como la pasteurizacion, separacion de
grasa y suero, elaboraciéon de quesos y fermentacién por microorganismos, entre otros, no

tienen efecto en la disminucién de la concentracién de la toxina. Por esta razdon, puede

1 Se denomina producto lacteo combinado al “producto elaborado a partir de sélidos lacteos y otros ingredientes
que no proceden de la leche, el cual debe contener como minimo 15 g/L de proteina propia de la leche y, de ésta,
el 80% de caseina” (NOM-183-SCFI-201).
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encontrarse aflatoxinas en leche, queso, crema vy yogurt (Fallah, Jafari, Fallah, & Rahnama, 2009;

Martins & Martins, 2000, 2004).

Estudios realizados en la década de 1990 refieren la presencia de aflatoxinas tanto en leche de
marcas comerciales como en granos de maiz y nixtamal. En un estudio realizado en 1996, se
encontré que se sobrepaso el nivel de 20 ppb en algunas muestras y que las concentraciones
encontradas fueron mas altas en aquellas muestras con menos pasos en la preparacion del
producto final (Ledesma-Osuna, Campas-Baypoli, Torres, & Ramirez-Wong, 1996).
Paralelamente, se han estudiado otras micotoxinas en diferentes cereales, dentro de la cuales
estan la zearalenona (Ochoa et al., 1989), fumonisinas, ocratoxina, toxina T-2 y 4&cido

ciclopiazénico.

De acuerdo con estimaciones de la FDA (1977-1978), se ingieren en alimentos un promedio de

2.73 ng AFM1/kg/persona/dia, y un maximo de 9.03 ng AFM;/kg/persona/dia.
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2  ANTECEDENTES

La preocupacion mundial en relacion con la seguridad de los alimentos se ve expresada a través
de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, (Food and
Agriculture Organization, FAQO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En coordinacion,
ambas formaron la Joint Food and Agriculture Organization/ Organizacion Mundial de la Salud
(FAO/OMS) Expert Committee on Food Additives (JECFA), que nacié con la finalidad de evaluar la
seguridad de los aditivos y que en la actualidad también evalla contaminantes, compuestos

producidos de manera natural en los alimentos y farmacos de origen veterinario.

A nivel nacional el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)
tiene la funcion de verificacidn, inspeccién y seguimiento de empresas certificadas en Sistemas
de Reduccién de Riesgos de Contaminacién (SRRC), para mantener la inocuidad y calidad. No

obstante, no se encontré algo referente al tema de las aflatoxinas y su control.

En cuanto al control por parte de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia Desarrollo Rural, Pesca
y Alimentacién (SAGARPA), no forma parte de sus funciones la inspeccién a los granos de manera
rutinaria a nivel estatal o municipal, asi como tampoco la inspeccién de huevo. En cambio, se
certifica a los productores de alimento balanceado, para lo cual deben de cumplir con los niveles

permitidos de aflatoxinas en los cereales.
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2.1 AflatoxinasByG

El estudio de las micotoxinas surgié a partir de 1960, cuando se presentd una repentina muerte
masiva de pavos en el sur de Inglaterra debida a la intoxicacion por aflatoxinas encontradas en
el alimento de estos animales (Sargeant, O’Kelly, Carnaghan, & Allcroft, 1961). La enfermedad
fue nombrada “enfermedad X de los pavos”, y luego de la investigacion del alimento se observé
gue, después de administrarlo por seis meses, algunas ratas de laboratorio desarrollaron cancer
de higado. Posteriormente, este grupo de investigadores logré aislar una toxina producida por
el hongo Aspergillus flavus y por esta razén se le llamod “Aflatoxina”. Las cuatro aflatoxinas
identificadas fueron nombradas de acuerdo con su perfil de fluorescencia, B1 y B, por el color

azul (blue en inglés), y las G1 y G, por el color verde (green en inglés).

A pesar de tratarse de contaminantes relativamente recientes, la Unién Europea (UE) tiene una
regulacion amplia en materia de micotoxinas, en la que se establecen limites para los cereales y
otros alimentos como la leche, nueces, cacahuates, alimento infantil y especias. En el caso de
cereales, el valor limite es de 2.0 ug/kg de AFB;, de 4.0 pg/kg de la suma de B, G, G,. Para la
leche se establecen 0.050 ug/kg de AFM3. Para ambos casos, el valor disminuye si los alimentos
son para el consumo de lactantes y nifios de corta edad (Reglamento (CE) No 1881/2006 de la
Comision por el que se fija el contenido mdximo de determinados contaminantes en los productos

alimenticios).
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Tabla 6. Especificaciones de limites maximos de Aflatoxinas.

Aflatoxina Producto Limite maximo Limite maximo
México UE @

Masa

Tortillas de maiz nixtamalizado

5 ug/kg @
Tostadas de maiz nixtamalizado 12 pg/kg M
10 pg/kg
Harinas de maiz nixtamalizado
para preparar tortillas y tostadas
AFB1+AFB,+AFG1+AFG,  Tortillas de trigo
Tortillas integrales
Harinas para preparar tortillas de 2 pg/kg ¥
20 ug/kg ™
trigo 4 pg/kg

Harinas integrales para preparar

tortillas

Leche, férmula lactea y producto
AFM; 0.5 mg/L® 0.05 pg/kg
lacteo combinado

(1l NOM-187-SSA1/SCFI-2002, Productos y servicios. Masa, tortillas, tostadas y harinas preparadas para su
elaboracion y establecimientos donde se procesan. Especificaciones sanitarias. Informacién comercial. Métodos
de prueba.

2l NOM-243-55A1-2010, Productos vy servicios. Leche, formula lactea, producto lacteo combinado y derivados
lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias. Métodos de prueba.

[3] Reglamento (CE) No 1881/2006 de La Comision, Unidon Europea.

[4] S6lo AFB,

En México, se regula el contenido de aflatoxinas a través de las normas NOM-187-SSA1/SCFI-
2002, Productos y servicios. Masa, tortillas, tostadas y harinas preparadas para su elaboracion y
establecimientos donde se procesan. Especificaciones sanitarias. Informacion comercial.
Meétodos de prueba (Tabla 6); y la NOM-188-SSA1-2002, Productos y Servicios. Control de
aflatoxinas en cereales para consumo humano y animal. Especificaciones sanitarias. El valor
limite establecido por la ultima es de 20 pg de aflatoxinas por kilogramo de los cereales arroz,
avena, cebada, centeno, maiz, sorgo, titricale y trigo. Sin embargo, no existe regulacion o limites

maximos en otros alimentos.
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La presencia de aflatoxinas en tortillas ha sido del interés de grupos de investigacion, por lo que
se tienen evidencias de analisis del producto como tal y no sélo del maiz. En un estudio llevado
a cabo en la Ciudad de México, conducido por Castillo Urueta y colaboradores (2012), se obtuvo
que el 20% de las tortillas analizadas en un total de 198 muestras de 98 puntos, presentaron

niveles superiores al limite maximo mexicano (Castillo-Urueta et al., 2011).

2.2 Aflatoxina M1

Esta aflatoxina es el metabolito hidroxilado de la AFB; (4 hidroxi-aflatoxina B1). La AFM1 puede
obtenerse como producto de la AFB; dentro de las 12-24 horas de ingestién. La relacion de AFB1
ingerida y la AFM1 excretada en leche oscila entre 34:1 a 1600:1. (Gimeno & Martins, 2000;
Rodricks & Stoloff, 1977). Otros autores, han reportado que aproximadamente el 6% de la
concentracion ingerida de AFB; es secretada como AFM; en la leche (Van Egmond y Dragacci,

2001).

Al igual que en materia de tortillas, la normativa mexicana establece limites para aflatoxinas en
leche, en este caso, de AFM1 con un limite maximo de 0.5 pg/L, a través de la NOM-091-SSA1-
1994. Bienes y servicios. Leche pasteurizada de vaca. Disposiciones y especificaciones sanitarias;
y de la NOM-184-SSA1-2002, Productos y servicios. Leche, formula ldctea y producto ldcteo
combinado. Especificaciones sanitarias. En Estados Unidos el valor maximo coincide con el
mexicano. Sin embargo, en la Unidn Europea el valor establecido es de 0.05 pg/kg, diez veces

menor.
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En otro estudio realizado en leche organica en Chiapas, México, se encontro que el 23% de las
muestras analizadas excedieron el valor de la NOM, de 0.5 pg/kg, mientras que el 67%

excedieron el valor de la norma de la UE (Gutiérrez et al., 2013).

2.3 Riesgo por exposicién a aflatoxinas

La JECFA, como drgano cientifico asesor de la FAO y la OMS, tiene un mecanismo para evaluar
la toxicidad de los contaminantes en los alimentos. Para lo anterior, considera los datos
toxicologicos y enseguida establece una ingesta provisional semanal tolerable (PTWI), o una
Ingesta Provisional diaria Tolerable (PTDI). Sin embargo, al hablar de aflatoxinas y debido a que
son sustancias carcindgenas, no puede establecerse una ingesta tolerable y tampoco pueden
tomarse el NOAEL (No Observed Adverse Effect Level, Nivel en el que no se observa efecto
adverso), el NEL (No Effect Level, Nivel en el que no hay efecto) o incluso el TD50 o dosis a la
que el 50% de los individuos pueden desarrollar tumores malignos, puesto que, cualquier dosis
por minima que sea, tendra una probabilidad proporcional de inducir un efecto. En contraparte,
dado que las aflatoxinas son contaminantes naturales, no puede exigirse su ausencia total en los
alimentos y se recomienda por lo tanto alcanzar el nivel mas bajo razonablemente alcanzable

(ALARA, as low as reasonably achievable).

Basado en el JECFA, asi como en informacion cientifica adicional, estd el Codex Alimentarius el
cual establece guias, estandares y cddigos de practicas para proteger la seguridad de los
alimentos. Sin embargo, para las aflatoxinas no se tiene establecida la Dosis de Referencia, sino

Limites maximos (ML) para productos en los cuales se incluyen frutos secos y leche, solamente.
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Uno de los valores de interés es la TD50, que para la AFB1 y la AFM1 son de 1.15y 10.38 pg/kg
pc/dia, respectivamente. El NOAEL reportado para la AFB; es de 0.75 pg/kg pc/dia, mientras que

para la AFM; es de < 2.5 ug/kg pc/dia (Kuiper-Goodman, 1994).

En algunos estudios a nivel internacional, se ha tomado la IDT (Ingesta Diaria Tolerable, en inglés
Tolerable Daily Intake, TDI) como valor limite, para lo cual se utilizan entonces alguno de estos
valores (NOAEL, TD50), que después se divide entre un factor de seguridad, que puede tener un

valor 50 y 50000.

Para calcular de una manera mas completa la ingesta de micotoxinas provenientes de todos los
componentes de la dieta, se han llevado a cabo en los Ultimos afios los llamados TDS (Total Diet
Study), en lo que se determina la suma de la ingesta de varios alimentos para tener una vision
mas completa de la ingesta real de aflatoxinas. Estos estudios resultan mas ilustrativos de la
situacién en cuanto al riesgo, ya que ademas de incluir diversos alimentos, también incluyen una
variedad de micotoxinas tales como Fumonisina, Ocratoxina A, Zearalenona, Deoxinivalenol,
Patulina, entre otras. Como ejemplos podemos mencionar el realizado en Catalunya en el
periodo 2008-2009 (Cano-Sancho et al., 2012) y en Francia en 2004 y en 2011 (Gong et al., 2012),

siguiendo una metodologia estandar recomendada por la OMS.

La European Union Scientific Comitee for Food (SCF) (1994) concluyd que incluso un nivel de 1
ng/kg/pc/dia podia contribuir al riesgo de cancer de higado (Leblanc, Tard, Volatier, & Verger,
2005). Al tratarse de un contaminante asociado con riesgo cancerigeno, se recomienda estimar
la probabilidad del riesgo de cancer hepatico por consumo de aflatoxinas, y no sélo compararlo

contra la IDT.
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3 JUSTIFICACION

Existe evidencia de la presencia de aflatoxinas en maiz y leche. Al tratarse de alimentos
consumidos regularmente por la poblacién mexicana y recomendados ampliamente debido a su
alto valor nutritivo, la exposicidon a contaminantes que puedan estar presentes en los mismos se
convierte entonces en una exposicién crénica. Si ademds tomamos en cuenta que estos
contaminantes tienen efectos téxicos sobre el higado y pueden causar cancer, tenemos

entonces un factor de riesgo que debe ser estudiado.

A nivel nacional las empresas dedicadas al procesamiento de cereales y leche deben cumplir con
las normas aplicables en materia de aflatoxinas, pero no debe pasarse por alto el hecho de que
el maiz que circula por todo el pais para cubrir la demanda de las tortillerias (y de los hogares),

no esta sujeto a vigilancia y por lo tanto no podemos asegurar su inocuidad.

Aun con el marco normativo existente, los niveles aceptables a nivel nacional exceden a los

establecidos en la Unién Europeay en Estados Unidos, y por lo tanto es pertinente que se estime

el consumo de estos contaminantes en la dieta.
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3.1 Objetivos

Este trabajo tiene como objetivos principales la determinacién de las concentraciones de
aflatoxinas en tortillas y leche, tomando en cuenta los factores fisicos de temperatura y
humedad en dos comunidades del estado de San Luis Potosi. Con los datos obtenidos se

pretende estimar el riesgo asociado al consumo de estos contaminantes en la dieta.

3.1.1 Objetivos especificos

|.  Estudiar el consumo en la poblacidn de estudio para determinar la fuente y la frecuencia
de consumo de los alimentos.

II.  Analizar mediante técnicas analiticas oficiales aflatoxinas Bi, By, G1, G2 y M1 en los
alimentos seleccionados.

IIl.  Estimar la dosis de exposicion por ingesta de tortillas y leche para determinar el riesgo.

3.2 Relevancia

A pesar de contar con numerosos estudios que abordan la problematica de la presencia de
aflatoxinas en maiz, asi como del efecto del proceso en la preparacion del nixtamal en el
contenido de las mismas, existe poca evidencia de estudios realizados en tortilla, desde la
perspectiva de la evaluacion de la inocuidad. De este modo, un estudio con muestreos continuos
no soélo de tortilla sino de leche, puede contribuir para determinar la situaciéon actual de riesgo

por exposicion a aflatoxinas en estos alimentos.
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Hoy en dia existen métodos analiticos de alta sensibilidad para determinar concentraciones muy
bajas de los contaminantes en cuestion. Estos métodos son utilizados de manera rutinaria con
éxito en laboratorios de varios estados del pais como control de calidad de materias primas y
productos en las empresas dedicadas al procesamiento de alimentos. Sin embargo, nos
enfrentamos con un escenario alterno en el que la comercializacion de los alimentos también se
da bajo otro contexto, donde la vigilancia no se lleva a cabo de la misma manera y, por lo tanto,

se desconoce si los alimentos que ingerimos diariamente son inocuos.

Para muchos alimentos, la calidad e inocuidad es resultado de practicas adecuadas en todas las

etapas, desde la produccién en el campo hasta llegar a nuestra mesa. Es decir, la contaminacién

puede darse en cualquiera de estas etapas.
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4 METODOLOGIA

Se propuso el andlisis de zonas geografica y culturalmente diferentes porque nos permitiria
conocer las diferencias entre los contenidos de contaminantes en alimentos debido al origen y

por otra, para evaluar el riesgo segun el patron de consumo.

4.1 Areas de estudio

Para evaluar escenarios distintos, se eligieron dos zonas en el estado de San Luis Potosi, siendo
las comunidades de Bocas, en el municipio de San Luis Potosi, y Tocoy en el municipio de San
Antonio (Mapa 1) las de interés para este estudio. La primera es una comunidad periurbana, en
contraste con Tocoy, que es rural. Otras diferencias importantes se relacionan con las
condiciones climaticas, la temperatura y altura de las comunidades. Por otro parte, se
observaron que los patrones de consumo de los alimentos y el origen de los mismos, asi como
la variedad de la dieta, son distintos. Como parte de las similitudes se encontraron el cultivo local

de maiz para autoconsumo vy la preparacién casera de tortillas.
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Mapa 1. Municipios de San Luis Potosi y San Antonio, San Luis Potosi.

4.1.1  Estacidn Bocas (Bocas), San Luis Potosi

Esta localidad ubicada al norte del municipio de San Luis Potosi a una altura de 1,650 metros,
con una poblacién aproximada de 1,033 habitantes al momento del estudio, se considera
periurbana (iError! No se encuentra el origen de la referencia.). Menos del 1% de la poblaciéon

abla una lengua indigena. Tiene un clima seco templado con una temperatura media anual de

16.8 °C, una maxima de 35 °Cy una minima de 7 °C.

Su grado de marginacién es bajo y se tiene registro de 261 viviendas habitadas (CONAPO, 2010).

En el municipio se practica predominantemente la agricultura de temporal, ademas de riego en
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algunas zonas. Aunque la preparacion de tortillas caseras es comun en la comunidad, la mayor

parte de la poblacidn participante refirié comprarlas en tortillerias.

Estacién Bocas es una comunidad que puede considerarse como punto de reunién de otras mas
pequefias. Solamente cuentan con una escuela primaria y una escuela secundaria, a las que
acuden no soélo los habitantes de la comunidad, sino habitantes de las comunidades vecinas. La
escuela primaria Miguel Hidalgo, donde se obtuvo el contacto para este proyecto, es una escuela
bajo el sistema de tiempo completo, aunque durante el tiempo en el que se desarrollé el trabajo,

refirieron que la escuela finalmente termind con sistema de medio tiempo.

SOLEDAD DE
GRACIANO SANCHEZ

Fuenme: INEGL Marco Geoestadisico Municipal 2005, version 3.1
INEGL nformacion Topografica Egcala 1250 000, sene Il
INEGI. Continuo Naciona de Conunto de Datos Geograncos oe 1a Cara Fisografica. 1:1 000 000, sene |
INEGI-CONAGUA. 2007. Ma0a 0F 12 Red HIrografica DIgEal 08 M&Xico 6033 1:250 000. Mé J

Mapa 2. Comunidad Estacién Bocas, San Luis Potosi. Fuente: INEGI, 2009.
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Al momento del estudio, la comunidad contaba con tres tortillerias. Mientras dos son locales,
una de ellas se considera parte de otra comunidad muy cercana (Cerritos). Se tiene conocimiento
de la existencia de un establo que surte diariamente leche a una marca comercial y que cuyo
ganado es alimentado principalmente por el maiz que es producido localmente, por lo que se

puede tener control del origen del alimento utilizado. A su vez, los productores de maiz locales

estan organizados.

Bocas

Villa de Arista

Ahualulco -

Google g
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Mapa 3. Escuela Miguel Hidalgo, en Estacién Bocas. Googlemaps, 2017.

4.1.1 Tocoy, San Antonio

La comunidad de Tocoy se encuentra en el municipio de San Antonio, en la region Huasteca

Central del estado de San Luis Potosi (
Mapa 4). Tocoy es una poblacion indigena Tének. Cerca del 88% de la poblacion adulta habla
una lengua indigena (tének). Se sitUa en la parte superior del municipio, a una altura de 240

metros, donde el suelo es delgado con poca materia organicay la topografia accidentada. Existen
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problemas de erosion y la superficie se aprovecha para cultivo de maiz, cafia y en menor
proporcion para la ganaderia y recursos forestales. En este municipio se lleva a cabo solamente

la agricultura de temporal (INEGI, 2009).

Su grado de marginacion es alto y se tiene registro de 229 viviendas habitadas (CONAPO, 2010).
Es la comunidad con mayor poblacién del municipio, contando con 1061 habitantes (Inegi,
2010). En la comunidad hay solamente una escuela de educacién primaria, la escuela Damian
Carmona que cuenta con dos turnos. Al igual que la escuela de E. Bocas, acepta a nifios de las

comunidades proximas como Xolol y Tanjacjnec.
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Mapa 4. Comunidad de Tocoy, San Luis Potosi. Fuente: INEGI, 2009.
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La produccién de maiz es de temporal en su totalidad, por lo que el éxito de las cosechas varia
cada afio al verse influida por la lluvia. Un alto porcentaje de las familias produce maiz solamente
para autoconsumo y menos del 50% lo produce mas de una vez al afio, por lo que la mayor parte

del afio consume maiz abastecido por Diconsa.

Google

Datos del mapa 82017 GoogleINEGI  México  Condiciones _ Enviar comentarios

Mapa 5. Escuela Damian Carmona, Tocoy. Googlemaps 2017.

4.2 Alimentos a evaluar

Tomando en cuenta la importancia de las aflatoxinas y siendo el maiz un cereal susceptible de
contaminacion, ademds de ampliamente consumido en México, se tomod la decision de incluirlo

no como insumo, sino como producto final, en este caso, las tortillas.

Con sustento en datos de consumo de alimentos en tres poblaciones rurales de la Huasteca
potosina (Tocoy, San Antonio; Santa Maria Picula, Tamazunchale; Cuatlamayan, Tancanhuitz de
Santos), recabados por Aradillas y Rodriguez (2012), se consideraron tres de los alimentos mas

consumidos tanto en poblaciones infantiles urbanas como rurales: la leche, el huevo vy la tortilla.
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Ademds de los alimentos de origen animal, se incluyd la tortilla como alimento basico en la dieta

infantil (Tabla 7).

Inicialmente, el huevo era sin duda uno de los alimentos de interés, por lo que se incluyo en los
cuestionarios y en la metodologia analitica de laboratorio. México ocupa el sexto lugar en la
produccion de huevo a nivel mundial, pero ademas es uno de los mayores consumidores per
capita, ocupando el primer puesto en el afio 2012 con 20.8 kilogramos por persona. Para el afio
2013 la cantidad ascendid a 21.7 kilogramos (UNA, 2014). A pesar de su importancia y del interés
de este estudio por la AFM3, a lo largo de este trabajo se mencionardn como objetivo las tortillas

y la leche solamente, debido a dificultades con los recursos para evaluar esta toxina.

Se considera en este estudio a la comunidad de Tocoy, San Antonio, como la poblacién de

estudio y a Estacion Bocas como la poblacién control.

Tabla 7. Alimentos de mayor frecuencia de consumo entre la poblacién infantil de San Luis Potosi.

Poblacién rural 1 Poblacién urbana @

Tortilla Leche
Frijoles Tortilla
Naranja Tomate
Leche Frijoles
Platano Huevo
Huevo Arroz, sopa de pasta
Tomate Platano

(I Datos obtenidos de las comunidades de Cuatlamaydan (Tancanhuitz de Santos) y Santa Marfa Picula
(Tamazunchale), 2012. ) Datos obtenidos de la zona ladrillera de la colonia Terceras, al norte de la ciudad de San
Luis Potosi, 2011.
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4.3  Analisis de alimentos

4.3.1 Toma de Muestras de Tortillas

Con el fin de disefiar un método para la toma de muestras para cada alimento, se aplicé un
cuestionario a 30 madres de familia de la comunidad de Tocoy en una visita previa (Anexo 1). De
acuerdo con los resultados obtenidos en las encuestas, el maiz consumido la mitad del afio es
abastecido por Diconsay la otra parte (de septiembre a febrero, aproximadamente) proviene de
las milpas cercanas. Como datos adicionales, sdlo unas cuantas familias son capaces de comprar
maiz suficiente para abastecerse todo el afio, de manera que para la mayoria, el almacenamiento

del maiz es de un tiempo maximo de cinco meses.

Dado que en Tocoy la leche no es producida en la comunidad, se considerd como prioridad
atender las posibles variables que afectan al maiz y entonces tomar muestras de leche en las
mismas fechas que las tortillas. En este caso, se propuso tomar muestras en diferentes
estaciones del afio para observar la influencia de los factores fisicos en las condiciones de

produccion y almacenamiento del maiz. La programacion se muestra en la Tabla 8.

Debido a que era importante para este estudio tomar en cuenta el consumo infantil, como
criterio de inclusion se establecié que las familias participantes tuvieran al menos un hijo con
edad entre los cinco y diez afios, y que quisieran participar voluntariamente durante
aproximadamente un afio, ya que la intencién era obtener cuatro muestras por familia. La
poblacion total en Tocoy para ese grupo de edad era menor a los 170 nifios para el afio 2014,

por lo que se pretendia abarcar cerca de la cuarta parte para este estudio.
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Cada familia contestd preguntas acerca de los patrones de consumo de los nifios, asi como el
almacenamiento y origen del maiz. En una segunda entrevista se preguntaron aspectos
relacionados con la preparacion de las tortillas, uso de cal, molienda y cantidad de masa

preparada.

Tabla 8. Recoleccidn de alimentos en las comunidades de Tocoy y E. Bocas, 2015.

Toma de muestras

IR R R

Febrero Junio Septiembre Diciembre

Las tortillas consumidas en la comunidad de Tocoy son preparadas a mano por las mujeres de la
familia. El 80% de ellas utilizan sélo maiz, mientras que el resto usa harina de maiz en alguna
proporcion. La preparacion se realiza mediante el método tradicional del nixtamal. La mayoria
de las mujeres preparan la masa diariamente o cada tercer dia, ya que es dificil almacenar la
masa por mas tiempo debido a que no cuentan con refrigeradores, ademads de que el sabory la
consistencia de las tortillas cambian y esto se considera indeseable. Como se explica en la
seccion anterior, el maiz proviene de Diconsa y de milpas cercanas a la comunidad. EI 95% de las
familias almacenan el maiz en el hogar, en los tapancos y en menor proporcién en costales sobre

todo cuando el maiz ya esta desgranado, como puede observarse en el Anexo 2.

En contraste con la zona rural de Tocoy, en la comunidad de Bocas existen tortillerias en las que
utilizan harina de maiz de alguna marca comercial como parte de la formulacién. Se cuenta por
lo tanto con familias que preparan sus propias tortillas, pero también a familias que consumen

tortillas comerciales. Este escenario nos brindoé la oportunidad de hacer una comparacion con
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Tocoy en cuanto al proceso de preparacion. Las particularidades referentes a los proveedores

de maiz en E. Bocas se muestran en el Anexo 3.

Para medir el rendimiento del método, se prepard un pool de tortillas recolectadas en diferentes
lugares, incluyendo mercados locales, tortillerias y supermercados de la ciudad de San Luis
Potosi. Un total de cuatro kilogramos de tortillas fueron secados en horno convencional a 60 °C,
para posteriormente molerlas en una licuadora. Esta mezcla fue analizada cuatro veces para
cuantificar aflatoxinas y evitar la sobreestimacién. En cada una de las mediciones, solamente la
AFB1 fue detectable; el valor promedio fue restado de los valores obtenidos en los analisis

posteriores.

Para el analisis de aflatoxinas se calculd un minimo de 10 g de tortilla seca, por lo que se

solicitaron dos tortillas a cada madre de familia participante.

Las muestras de tortillas de los sitios de estudio se conservaron en bolsas de plastico en
refrigeracion por un dia y posteriormente se congelaron a -20 °C hasta el momento del analisis.
Para iniciar el analisis, las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente en campana
de extraccién y enseguida se secaron en horno convencional a 60 °C por 12 horas para después
molerlas en licuadora hasta pulverizar las tortillas. El polvo obtenido se mantuvo en el horno por
2 horas, previo al pesado, etiquetado y almacenamiento. De cada muestra, se pesaron

aproximadamente 2.0 g, anotando el peso exacto para cada una.
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4.3.2 Analisis cuantitativo de Aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en tortilla

El método analitico utilizado en este trabajo proviene de una adecuacion de un método oficial
de la AOAC, descrito por Trucksess et al., 1994, en el que se realiza una extraccién de las
aflatoxinas de las tres diferentes matrices, seguidas de una separacion selectiva mediante una
columna de inmunoafinidad y posteriormente la medicion de la concentracidon por
cromatografia de liquidos con deteccidon de fluorescencia (Trucksess, Stack, & Nesheim, 1994).
Las modificaciones de este trabajo se centraron en la disminucién del volumen del solvente de
extraccion, y por lo tanto de la cantidad de muestra, para lo cual se hicieron pruebas
conservando la proporcion entre matriz y solvente reportada en el método referenciado, hasta
lograr una reduccién aproximada de 10 veces. La validacién del método se realizé entonces

como se describe a continuacion.

La curva de calibracién y las pruebas de recuperacién del método fueron realizadas con el pool
homogéneo de las muestras de tortillas, pesando 2.5 g de esta mezcla y posteriormente
adicionada con diferentes volUmenes de solucién estandar de aflatoxinas, por triplicado, para
obtener una curva de calibracion con las siguientes concentraciones: 1.5, 3.0, 6.0, 12.0 y 15.0
ug/kg, ademas de un blanco. Se prepararon otras tres curvas en diferente dia para tener un total
de seis curvas para calcular el limite de cuantificacion (LDC). En paralelo, se prepard una curva
por triplicado con niveles mas bajos para calcular el limite de deteccién. Las concentraciones
incluidas fueron: 0.6, 0.9, 1.5 y 3.0 ug/kg. Para evaluar el porcentaje de recuperaciéon de la
columna, se preparé un blanco de solvente adicionado con una concentracién de 1.0 ug/kg de
AFB1, AFB,, AFG1 y AFG,. El porcentaje de recuperacion resultante fue del 92%, concordando

con el valor reportado por el fabricante (Romer Labs®).
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4.3.2.1 Extraccion

De la muestra seca, se pesaron 2.5 g a los cuales se agregaron 8 mL del solvente de extraccion,
preparado con acetonitrilo y agua desionizada (85:15). Se agitd en vortex durante un minuto,
previo a la agitacion en el oscilador por 60 minutos. Se separd enseguida el solvente en un tubo
de plastico de 15 mL, descartando el decantado después de un segundo enjuague con 3 mL del
solvente de extraccion. Posteriormente se evaporo con flujo suave de Nitrégeno a 45 °C, hasta

un volumen aproximado a los 2 mL.

4.3.2.2 Purificacion

A continuacion, en un tubo de 50 mL se agregd el extracto y solucion de buffer PBS 0.1 M hasta
los 40 mL con el fin de diluir el acetonitrilo a menos del 1% del total. Para la purificacion de las
aflatoxinas B1, B2, G1y G2 se utilizaron columnas de inmunoafinidad AflaStar® R (Romer Labs®).
El contenido del tubo se pasod a través de esta columna a un flujo no mayor de 2 mL/ min.
Después, se enjuago la columna con dos voliumenes de 10 mL de agua desionizada y se elimind
el exceso de agua mediante centrifugacion a 1500 rpm. Enseguida se procedid con la elucion,
usando tres volimenes de 1 mL de metanol grado HPLC para obtener 3 mL de extracto
concentrado. Se llevd a continuacién este extracto a evaporacién a 45°C con flujo suave de

Nitrégeno hasta tener un volumen aproximado de 500 pL.

4.3.2.3 Cuantificacion

Finalmente, este volumen fue aforado en un matraz de aforacion de 1000 uL, con fase movil

(Agua y Metanol 65:35) y posteriormente se filtro con membrana Millipore® de 0.45 um en un

57



vial ambar silanizado. Se inyectaron 30 plL en el Cromatdgrafo de Liquidos Agilent 1260 Infinity
LC System, acoplado a un detector de fluorescencia, con una columna cromatografica a C18
Poroshell 120 (4.6 x 50 mm, 2.7 um). La fase movil consistié en Agua/Metanol (65:35) con un
flujo de 0.8 mL/min. La temperatura de la columna fue de 40 °Cy el volumen de inyeccion fue
de 30 pl. Se conectd un modulo de fotoderivatizacidn entre la columna y el detector, UVE Post
column UV derivatization module, (de LCTech®). El tiempo del andlisis fue de 11 min. Las

condiciones de operacion se mencionan en la Tabla 9.

Se utilizo para los andlisis un médulo de derivatizaciéon UV post-columna LCTech® (Post column
UV derivatization module), conectado entre la columna cromatografica y el detector de
fluorescencia. Bajo estas condiciones, el orden de elucién fue el siguiente: AFG,, AFG1, AFB;,

AFB; (Figura 4).

Tabla 9. Pardmetros de operacién en analisis HPLC-FLD para aflatoxinas By G.

Longitud de onda de excitacion (Aex) 362 nm

Longitud de onda de emision (Aem) 440 nmy 460 nm

Fase movil Agua/ Metanol (65:35)

Flujo 0.8 mL/ minuto

Temperatura 40 °C

Tiempo de corrida 11 minutos

Columna cromatografica C18 Poroshell 120 (4.6 x 50 mm, 2.7 um)

58



Figura 4. Cromatograma de la curva de calibracién de aflatoxinas By G en pool de tortillas. HPLC con
detector de fluorescencia

FLD1 A, Ex=362, Em=460, TT {C:\CHEM32\2\DATA1 509251150925 2015-09-26 15-27-49\AF0000001.0)
FLD1 A, Ex=362, Em=460, TT {C:\CHEM32\2\DATAV 509251150925 2015-09-26 15-27-49\AF0000002.0)
FLD1 A, Ex=362, Em=460, TT (C:\CHEM32\2\DATA1 509251150925 2015-09-26 15-27-49\AF0000003.0)
FLD1 A, Ex=362, Em=460, TT {C:\CHEM3ZX2\DATAV 509251150925 2015-09-26 15-27-49\AF0000004.0)
FLD1 A, Ex=362, Em=460, TT (C:\CHEM32\2\DATA 509251150925 2015-09-26 15-27-49\AF0000005.0)

4.3.3 Andlisis cuantitativo de Aflatoxina M1 en leche y producto lacteo

A diferencia de las tortillas, la toma de muestras se realizd considerando la marca y el lote. Por
tratarse de comunidades pequefas, se preguntd a la gente a través de los cuestionarios dénde
hacian sus compras y obtuvimos las muestras directamente de ahi. Se compraron las marcas

indicadas por duplicado.

De acuerdo con esta informacion, la totalidad de las familias de Tocoy consume leche de marca
comercial, siendo la marca Nutrileche® la mas comprada, encontrando Mi Leche® y Vail® en
algunas tiendas. La ultima marca mencionada no se encontrd en todas las visitas. Cabe aclarar
gue estos productos se venden bajo la denominacion de producto ldcteo, en presentaciéon de

Tetra Pack®. Ninguna de las mujeres encuestadas refirid tener acceso a leche directamente de

59



una vaca y su consumo queda limitado a los nifios del hogar. Debido a que no poseen
refrigerador, la leche es consumida antes de dos dias, con una periodicidad promedio de una
vez por semana. No obstante, los nifios reciben leche en los desayunos escolares, pero no todos
tienen acceso a estos desayunos y tampoco todos los dias puesto que, confirmando la
informacion con el personal administrativo de la escuela, pasan a veces semanas sin recibir los

paguetes con los productos. Lo usual es el abasto para dos semanas del mes.

Para la zona periurbana de E. Bocas, las marcas mas consumidas referidas fueron Nutrileche® y
Liconsa®, pero en contraste con Tocoy, la comunidad cuenta con produccion de leche fresca a
nivel doméstico, razdon por la cual se incluyeron estas muestras para el andlisis cuando los padres

nos las hicieron llegar.

En este caso, la escuela primaria en la cual se trabajé, menciond que la idea original era
convertirla en escuela de tiempo completo, por lo que se ofrecian desayunos a los nifios. Sin
embargo, no era obligatorio cubrir a toda la poblacion estudiantil y sélo algunos nifios recibian

los desayunos, en el momento del estudio.

Por otra parte y para complementar el estudio, se buscaron productores locales de leche del
municipio de San Luis Potosi, con el objetivo de conocer las variables que no se conocen en el
caso de las marcas de leche comerciales. Para esto, se eligieron tres productores con
instalaciones y formas de operacion diferentes, de manera que pudieran contrastarse los
resultados con estas condiciones. A cada productor se le realizé una entrevista para obtener

datos sobre la produccion, a través de un cuestionario que se muestra en el Anexo 4. Se incluye
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ademas en el Anexo 5 una ficha técnica del alimento comercial que los productores utilizan para

complementar la alimentacion del ganado.

4.3.3.1 Purificacion

Para analizar las muestras liquidas obtenidas en los sitios de estudios, se tomaron 100 mL de
cada unay se conservaron a -20 °C hasta el momento del andlisis. Las muestras de leche en polvo
fueron reconstituidas segun las instrucciones del empaque, momento antes de su analisis. En
ambos casos, las muestras fueron atemperadas a 30 °C para ser filtradas con membrana
Whatman No. 1. Enseguida, 20 mL del filtrado fueron diluidos a 50 mLy este volumen fue vertido
en las columnas de inmunoafinidad Aflastar® M1. Después de pasar la totalidad de la muestra,
se enjuagaron las columnas con dos volumenes de 10 mL de agua desionizada y a continuacion
se eluyeron con Metanol grado HPLC. El extracto obtenido se llevod a sequedad en un evaporador

con flujo de Nitrogeno, en bafio de 45 °C.

4.3.3.2 Cuantificacion

Una vez evaporado en su totalidad, se procedié a reconstituir con 1 mL de fase movil (Agua/
Metanol 65:35). Se agitd en vortex para finalmente filtrar con membrana Millipore® de 0.45 um
y verter el filtrado en viales silanizados dmbar. Se inyectaron 30 pL en el Cromatdgrafo de
Liquidos Agilent 1260, con los cambios en las condiciones de operacidn que se mencionan en la

Tabla 10.

Bajo estas condiciones, el tiempo de retencidon de la AFM1 fue de 4.87 minutos, como se observa
en el cromatograma de la Figura 5. En el Anexo 6 se incluyen cromatogramas de una muestra de

leche y del Estandar certificado en alimento para aflatoxinas By G.

61



Tabla 10. Parametros de operacion en andlisis HPLC-FLD para aflatoxina M1.

Longitud de onda de excitacion (Aex) 362 nm

Longitud de onda de emision (Aem) 460 nm

Fase movil Agua/ Metanol (65:35)

Flujo 0.8 mL/ minuto

Temperatura 40 °C

Tiempo de corrida 8 minutos

Columna cromatografica C18 Poroshell 120 (4.6 x 50 mm, 2.7 um)

Figura 5. Cromatograma de la curva de calibracién de la AFM1 en leche. HPLC con detector de
fluorescencia.

4.4 Entrega de Resultados

Los analisis de laboratorio fueron realizados durante el 2016, por lo que se entregaron resultados
en abril de 2017 en la comunidad de Tocoy, y en julio en Estacion Bocas. En ambos sitios se citd
a las familias participantes a una reunién para explicar el contenido del reporte y aclarar el

propdsito del estudio, asi como los hallazgos importantes para la comunidad.

62



Complementaria a esta reunion, se celebrd en Tocoy otra junta en la que se explicaron algunas
de las posibles causas de la contaminacion, factores que influyen directa e indirectamente en la
infeccion del hongo, buenas practicas y practicas a evitar para asegurar la inocuidad. Se
obtuvieron opiniones tanto de hombres como de mujeres, asi como ideas para mejorar las

condiciones de almacenamiento actuales.

4.5 Estimacion de la Ingesta de contaminantes por la dieta

Con los resultados obtenidos del analisis de las muestras en el laboratorio, se calculd la ingesta

diaria promedio a través de la formula:

Ingesta AFs diaria = ng de aflatoxinas por g de tortilla X g de tortilla ingeridos al dia
kg peso corporal

Para este cdlculo, se tomd en cuenta la cantidad total de aflatoxinas encontradas en tortillas
(B1+B2+G1+G2), y enseguida se obtuvo un promedio de aflatoxinas totales de los cuatro
periodos, por individuo, que después se multiplicd por el consumo individual de tortillas al dia,
referidos en las encuestas. Para las madres de familia se tomd un peso de 60 kg, dadas las

variaciones de las madres de familia.

Para establecer un punto de comparacion, se tomaron cuenta los valores de IDT. Los valores

permitidos de aflatoxinas en alimentos reportados como IDT para la AFB; es de 0.11 ng/kg

pc/dia. EI IDT para la AFM; fue propuesto a partir de dividir el valor de TD50 de la AFM; por el
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factor de seguridad 5000, obteniendo un valor de 2 ng/kg p.c./dia, el cual es mayor que el

propuesto para la AFB1, aproximadamente 20 veces (Gimeno & Martins, 2003).

Debido a que un modelo probabilistico permite tomar en cuenta la variabilidad de los datos y
ponderar las probabilidades de ocurrencia, se calculd también mediante un analisis Monte-Carlo
con el software Crystal Ball®. Se obtuvo esta estimacion tomando en cuenta la distribucién de
los datos de concentracidn, asi como graficos para los cuatro periodos de toma de muestras, los
cuales se representan como M1, M2, M3 y M4, para madres y para nifios de los dos sitios de
estudio. Para el sitio E. Bocas, solamente se realizd la simulacion para los tres primeros periodos.

Estas probabilidades fueron comparadas contra el IDT propuesto.

Adicional a esta simulacidon, se realizd otra con cada una de las muestras analizadas, sin
agruparlas por periodos. En este caso, se obtuvo el dato de la probabilidad de exceder el IDT de

la AFB3, tanto de AFB; como de las AFs Totales en tortillas.

Para realizar el célculo en leche, se tomaron en cuenta los datos de las concentraciones

promedio de AFM;, asi como el consumo promedio en cada comunidad. Asi mismo, se calculo

con el consumo minimo y maximo para estimar el riesgo menor y mayor.

La mezcla de AFs se considera carcindgeno, pero la AFM1 no se considera como tal, razén por

la cual las estimaciones fueron para tortilla y para leche de manera separada y no se sumaron.
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4.6 Estimacion del Riesgo

Considerando la informacidn provista por la Comision del Codex Alimentarius, la evaluacion de

riesgos para la inocuidad de los alimentos consta de cuatro etapas (FAO, 2007).

=

Determinacién del peligro

2. Evaluacion de la dosis-respuesta

3. Evaluacion de la exposicion

3.1 Caracterizacién de la exposicién

3.2 Identificacién de las rutas de exposiciéon
3.3 Cuantificacién de la exposicién

4. Caracterizacion del riesgo

Dado que, tanto la determinacion del peligro como la evaluacién de la dosis-respuesta ya existen
para las aflatoxinas, este trabajo se situé en la tercera etapa, para estimar la intensidad,
frecuencia y duracion de la exposicidn a las aflatoxinas en el medio, y finalmente llegar a la cuarta

etapa de caracterizacién del riesgo por consumo de tortillas.

Para esta Ultima etapa, se consultaron dos metodologias. En la primera, reportada por la IARC
en 2012 (IARC, 2012), se establece una diferencia clara entre el riesgo no cancerigeno y
cancerigeno para micotoxinas, por lo que nos centramos en este Ultimo. El riesgo cancerigeno
es un valor de probabilidad de que un individuo desarrolle cdncer hepatico como resultado de

la exposicion a aflatoxinas, y se toman en cuenta los afios de exposicion.

En la segunda metodologia, descrita por el Codex Alimentarius y la National Academy of Science

(NAS), se obtiene como valor final la estimacion del nimero de casos de cancer debidos al
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consumo de aflatoxinas, sin tomar en cuenta los afios de exposicidn pero calculando el factor de

potencia de la poblacion estudiada.

Para el analisis, se considerd una biodisponibilidad del 100%. Como primer paso en ambas
metodologias, se estimd la ingesta diaria en ng de AFs totales consumidos por dia, para madres

y se dividié entre el peso corporal usado en adultos, de 60 kg.

Ingesta diaria por persona= ng AFs al dia
kg peso corporal
De acuerdo con la metodologia de la IARC, a partir de este dato se estima entonces la dosis diaria
promedio de por vida (DDPV), con el dato promedio de esperanza de vida, que en este caso es
de 75 afios para México, ademas del dato de la duracion de la exposicion en nimero de afios
gue un individuo esta expuesto al carcinégeno. Si consideramos que la ingesta de tortillas
comienza a temprana edad (2 afios aproximadamente) y permanece durante toda la vida en la
poblacidon mexicana, entonces resulta poco Util usar el mismo nimero, de manera que se elimind

esta operacion y se supuso que la duracion de la exposicion es de 75 afios.

Con el valor de ingesta diaria promedio de por vida, se calculé enseguida el riesgo carcinégeno,

con la siguiente férmula:

Riesgo = DDPV * Factor de potencia

Donde el factor de potencia se obtiene de la pendiente de la curva dosis-respuesta de las

aflatoxinas, que en este caso es 0.3 de casos al aflo (por 100,000 habitantes, por ng AFs/kg
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p.c./dia) cuando se presenta el antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B (HBsAg+), y de

0.01 cuando no hay infeccién (HBsAg-).

Después, para estimar el nimero de casos de cancer hepdtico asociados a consumo de
aflatoxinas, se calculd primero la potencia estimada de la poblacién, se multiplico el factor de
potencia (FP) con el HBsAg+ por el % de prevalencia de poblacién con HBsAg+, sumando el

producto del FP con HBsAg- por el % de prevalencia de poblacion con HBsAg-

Potencia de la poblacién = (FP HBsAg+) (% Prev VHB) + (FP HBsAg-) (% Prev no VHB)

Con los datos anteriores se procedidé a calcular la tasa de cadncer debida a las aflatoxinas, a través

de la siguiente férmula:

Tasa de Cancer por AFs = Potencia de la poblacién * Ingesta diaria por persona ng/kg p.c.

Para este estudio no se calculé la potencia de la poblacidn, sino que se utilizé el dato de potencia
para poblacidon que no presenta seroprevalencia del VHB (HBsAg-), quedando el valor de 0.01
casos por ng AFs/kg p.c./dia, por 100,000 habitantes. De acuerdo con lo estimado por Center for

Disease Analysis, en 2016, la prevalencia del VHB en México es de 0.1 % (Analysis, 2016).

Para el riesgo cancerigeno se toma como referente el estdndar de arsénico en agua, establecido
por la EPA, de 10 pg As/L. Calculando el riesgo de cancer por la ingesta de agua, se determind
un riesgo de 1 caso en 10,000 (U.S. EPA, 2006). De este modo, consideramos en este estudio un

valor limite de riesgo de 1E* para comparar con los resultados de las estimaciones.
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5 RESULTADOS

Los analisis de tortillas se llevaron a cabo como se describe en la metodologia, pero ademas se
obtuvo mas informacién sobre practicas, consumo, asi como datos sobre el origen y
almacenamiento del maiz a partir de los cuestionarios aplicados. En el Anexo 7 se incluye el
procedimiento para la preparacién de la masa para tortillas. Se obtuvieron datos y videos de los
procedimientos de la preparacién de tortillas de varias sefioras de la comunidad, con lo cual se

pudieron contrastar las condiciones en la preparacion y se obtuvieron variables de la misma.

5.1 Cuestionarios

Como puede observarse en la

Figura 6, la mitad de la poblacién de Tocoy tiene acceso a maiz de cosecha propia, ademas del
maiz que se vende en las tiendas de la comunidad. Cabe mencionar que esta proporcion se
cumple en periodo de cosecha, que normalmente ocurre entre septiembre y noviembre. De
acuerdo con la informacion proporcionada, la cantidad de maiz cosechada determina el tiempo

de almacenamiento, por lo que el tiempo maximo fue de 5 meses.

En lo que respecta a los datos de almacenamiento, es importante mencionar que se hizo la

distincion entre los dos tipos de maiz que se utilizan: el maiz en grano comprado en las tiendas

locales, y el maiz de la cosecha propia.
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Figura 6. Origen del maiz utilizado para la preparacién de tortillas en Tocoy.

' )
Origen del maiz, Tocoy

= Maiz Propio

= Comprado

En la Figura 7, puede observarse que la mayoria de las familias almacenan el maiz cosechado en
tapancos (en mazorca), seguido por aquellas familias que prefieren conservarlo colgado,
generalmente cerca del fogdn. También es comun observar maiz en el suelo para favorecer el

secado, y en este caso, el riesgo de contaminacién es mayor.
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Figura 7. Tipo de almacenamiento del maiz de cosecha propia, Tocoy.

. ™
Tipo de almacenamiento del maiz

de cosecha propia, Tocoy

® Colgados
= Tapanco
= Costal

m Piso
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En cuanto al tiempo maximo que almacenen el maiz en la comunidad de Tocoy, predomina la

categoria de 3 a 4 meses después de la cosecha, como se indica en la

Figura 8. Este tiempo es directamente proporcional al volumen de la cosecha, por lo que, a
mayor volumen, mayor tiempo guardaran el maiz porque les durard mas el producto. Para el
afio 2015, los encuestados refirieron que la cosecha de finales del 2014 la guardaron 4 meses

en promedio, pero que en otras ocasiones ha variado.

Para el resto de afio y para las familias que no se abastecen de cosecha propia, el maiz se obtiene

de Diconsa y de algunas tiendas. Este maiz ya viene seco y en grano. En Diconsa venden los

costales de 50 kg y también menores cantidades.

Figura 8. Tiempo de almacenamiento del maiz, Tocoy.
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Tiempo de almacenamiento del
maiz, Tocoy

m 15 dias
u 1 mes

7 meses
m 3-4 meses

> 4 meses

Al momento del estudio, sélo habia dos tiendas mas en las que la gente surtia el maiz y donde
también podian comprar por kg la cantidad deseada. Esta ultima opcién es comun para las
familias que no contaban con dinero suficiente para pagar un costal de 50 kg. En la Figura 9 se
observa que el tiempo maximo de almacenamiento para este tipo de maiz es de 15 dias, con casi

el 50% de los encuestados, seguido por 7 dias.

Para los datos de consumo, se obtuvieron las siguientes graficas. Las mitad de las madres

encuestadas refirieron consumir entre 6 y 9 tortilla diarias, pero un porcentaje casi gual consume

entre 10y 13 piezas.

Figura 9. Tiempo de almacenamiento de granos de maiz de tienda, Tocoy.
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Tiempo de almacenamiento de
granos comprados, Tocoy

m < 7 dias
= 7 dias
m 15 dias

= 1 mes

m > 1 mes

Figura 10. Namero de tortillas consumidas por madres de familia de Tocoy.
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Numero de Tortillas consumidas
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Figura 11. Nimero de tortillas consumidas al dia por nifios de Tocoy

4 N
Numero de Tortillas consumidas

al dia: Ninos

m1-5
" 6-9
®10-13
m>13

El mismo cuestionario fue aplicado para las familias participantes de E. Bocas, obteniendo
resultados en su mayor parte diferentes a los de Tocoy, como se habia previsto al inicio. AUny
cuando esta comunidad tiene poco habitantes y no es considerada urbana, la mayoria de las
personas encuestadas no preparan sus tortillas en casa, sino que las obtienen en la tortilleria,
como se observa en la Figura 12

. Debe mencionarse que la elaboracién de tortillas de manera artesanal es una practica comun

en las mujeres de la comunidad, sin embargo, no se lleva a cabo diariamente.

De este grupo que acude a la tortilleria, se distinguieron a su vez 3 grupos, debido a que eran 3

las tortillerias disponibles al momento de realizar el estudio.

Figura 12. Origen del maiz utilizado para la elaboracién de tortillas en E. Bocas.
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Origen del maiz consumido como
tortilla, E. Bocas

= Maiz Propio

= Diconsa

55% A
Tortillerias

Dado que eran pocas las madres de familia que elaboraban personalmente las tortillas, no se

incluyen en esta seccion graficos como los que se presentaron para la informacién de Tocoy.

A pesar de que el mayor porcentaje de consumo diario coincide con lo reportado en Tocoy tanto
para madres como para nifos, la diferencia radica en la maxima cantidad consumida,
observando que en E. Bocas se presentd un consumo mayor al de 17 tortillas en un 23% de las

madres encuestadas (

Figura 13y Figura 14).

Figura 13. NUmero de tortillas consumidas al dia por las madres de familia en E. Bocas.
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Figura 14. Namero de tortillas consumidas al dia por nifios de E. Bocas.
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Figura 15. Marcas de leche consumida en E. Bocas.
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Figura 16.Consumo semanal de leche, nifios de Tocoy.

Numero de vasos de leche
consumidos a la semana, Tocoy

4%
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m 3-5
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Referente al consumo de leche, se tomd como medida el nimero de vasos a la semana, para
facilitar a las madres la respuesta. En Tocoy se encontrd que los nifios consumen menos de un
litro a la semana, con muy pocas excepciones. Mas del 50% sélo consumen de 1 a 2 vasos. Este
consumo podia ser mayor en caso de haber leche disponible para los desayunos escolares, que

no estaban disponbles para toda la polacion escolar y se repartian a los nifios de primero y
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segundo grado, por lo general solamente 2 semanas al mes. Es importante puntualizar que

técnicamente y por definicién, no consumian leche sino producto ldcteo.

En E. Bocas, a diferencia de Tocoy, se encontré mas variedad de leche y productos lacteos en E.
Bocas. Se distinguieron tres familias que cuentan con ganado lechero, aunque la mayoria de los

encuestados consumen leche Lala y Liconsa (Figura 15).

Una de las variaciones entre las dos comunidades fue el consumo de leche. Mientras que en
Tocoy no se consume ni un litro de leche a la semana, cerca de la mitad de los nifios en E. Bocas

consumen dos o mas litros a la semana.

Figura 17. Consumo semanal de leche, nifios de E. Bocas.
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5.2 Analisis de Tortillas

Como resultado de la validacién del método, se obtuvieron los datos contenidos en la Tabla 11.
En esta tabla se reportan los porcentajes de recuperacién Los limites de deteccién (LDD) y
cuantificacién (LDD) fueron calculados a partir de los datos obtenidos de nueve curvas de
calibracién. Las concentraciones fueron calculadas con un limite de confianza del 95%. El
resultado de exactitud fue calculado a partir del estandar de referencia ERM® (Certified
Reference Material), con un 101% de AFB1, 98% de AFB, y 127% de AFG;. Se encontraron mas
de una aflatoxina en 61% de las muestras analizadas de Tocoy, incluyendo las muestras de uno
o varios periodos de toma de muestras. La mayor parte de los valores obtenidos para la AFB;
resultaron por debajo del LDD o incluso no detectables, por lo que el analisis estadistico se

realizé solamente para los datos de la AFB;.

Tabla 11. Resultados del desempefio del método para determinacién de aflatoxinas B y G en tortillas.

% CV No. %
Aflatoxina LDD (ug/ kg) LDC (pg/ kg) R 0 Lo 0 g
Réplicas  Recuperacién
AFB, 0.102 0.186 0.999 5.13 9 98.41
AFB; 0.009 0.017 0.999 4.54 9 89.3
AFG, 0.098 0.187 0.997 4.70 9 89.7
AFG; 0.017 0.034 0.999 4.14 9 95.32

LDD= Limite de Deteccion; LDC= Limite de Cuantificacion. R=Correlacion. CV=Coeficiente de variacion.
Calculado a partir de la adicién de aflatoxinas en concentracion de 1.5 ppb.

De los analisis individuales de las muestras, se obtuvieron los resultados descritos en la Tabla 12,
donde se muestra que el 61% de las muestras de Tocoy y 27% de las de E. Bocas tuvieron
concentraciones por arriba de LDC. El porcentaje mas alto de muestras por encima del LDCy de
la regulacién de la UE fueron las muestras del periodo de diciembre. Sin embargo, la

concentracion mas alta de AFB; se encontrd en el periodo de septiembre. En E. Bocas, la
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concentracién mas alta pertenecio al primero periodo de toma de muestras, en febrero. Tabla

12.

EnlaTabla 13 se presentan los resultados de las concentraciones de AFB; en muestras de Tocoy.

Sélo un bajo numero de muestras pudieron ser cuantificadas comparadas con las obtenidas para

AFB1, con excepcién de las muestras del periodo de diciembre.

Tabla 12. Estadistica descriptiva de AFB; en las muestras de tortillas.

Mediana Max >LDD >IDC  %>NMP % >NMP

Sitio n ug/ kg pg/ kg % % México UE
Tocoy 123 0.172 287.230 81 61 9 14
P1 18 0.051 1.391 50 20 0 0
P2 31 0.051 9.567 53 29 0 3
P3 28 0.069 287.230 61 39 13 19
P4 36 1.707 255.545 92 89 18 26

E. Bocas 48 0.008 19.019 54 27 3 8
P1 27 0.051 19.019 48 23 6 10
P2 9 0.051 0.433 58 17 0 0
P3 6 0.293 15.173 80 80 20 20

P1= Febrero; P2=Junio; P3= Septiembre; P4= Diciembre-Enero. >LDD= Supera el limite de deteccion; >LDC=
Supera el limite de cuantificacién; NMP= Nivel maximo permitido. Nivel maximo permitido en México para AFs
totales: 12 pg/ kg (NOM-187-SSA1/SCFI-2002). Regulacion de la Unién Europea (CE) No 1881/2006: 5 pg/ kg de

AFB;.

La dispersion de los datos fue calculada mediante la prueba de Shapiro-Wilk, con la que se pudo
confirmar que los datos tienen una distribucidon no normal. Enseguida, la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis fue aplicada a los datos y se obtuvo una diferencia significativa entre las
concentraciones de los dos sitios analizados (p=0.0054). La prueba también se aplicd a los datos

agrupados por periodo de toma de muestra, obteniendo como resultado que hay diferencia
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estadisticamente significativa sélo en las en las muestras de diciembre, aunque se observan

concentraciones altas también en el periodo de septiembre, como se muestra en la Figura 18.

Para la AFB;, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos en ambos sitios. Sin
embargo se muestra una dispersion marcada sobre todo en los meses de Septiembre vy

Diciembre (Figura 19).

Se realizd otro analisis Kruskal-Wallis con los datos del origen del maiz en Tocoy, ya que el 50%
de las familias cosecharon maiz y el resto lo compraron en tiendas locales. Los resultados de la
prueba no mostraron diferencia estadisticamente significativa, lo cual nos hizo enfocarnos mas
en la influencia de las condiciones fisicas sobre la proliferacién del hongo vy la produccion de la

toxina.

Tabla 13. Estadistica descriptiva de AFB; en las muestras de tortillas.

Mediana Max
Sitio n >LDD % >LDC %
ug/ kg ug/ kg ° °
Tocoy 123 0.004 30.700 29 28
P1 9 0.004 0.122 5 5
P2 19 0.004 0.536 17.6 18
P3 20 0.004 16.911 19.3 19
P4 36 0.149 30.700 60 58
E. Bocas 48 0.503 0.927 10 10
P1 11 0.503 0.927 13 13
P2 5 0.004 0.004 0 0
P3 5 0.004 1.068 20 20

P1= Febrero; P2=Junio; P3= Septiembre; P4= Diciembre-Enero. >LDD= Supera el limite de deteccion; >LDC=
Supera el limite de cuantificacién.
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Figura 18. Valores de mediana de AFB; en tortillas de Tocoy, pg/kg.
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* Diferencia estadistica en el periodo de diciembre (p< 0.0005).

Figura 19. Valores de mediana de AFB; en tortillas de Tocoy, ug/kg.
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Sin diferencia estadistica entre grupos (p=0.01).
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Se calculd la concentracion promedio anual de AFs Totales, promediando los cuatro periodos de
toma de muestras para ambos sitios. A su vez, se tomaron las ingestas maximas diarias en
mujeres y nifios. Estos valores fueron divididos entre el peso corporal, como se observa en la

Tabla 14.

Tabla 14. Estimacion de ingesta de aflatoxinas totales por consumo de tortillas en los sitios de estudio

Ingesta de Aflatoxinas Totales Tocoy E. Bocas
Promedio anual ng/g 9.37 0.66
Maxima Madres (ng/ dia) 8212 425
Maxima Nifios (ng/dia) 4790 372
Por peso corporal Madres (ng/kg p.c./ dia) 136.87 7.08
Por peso corporal Nifios (ng/kg p.c./ dia) 191.60 14.88

5.3 Andlisis de Leche

Los resultados de los analisis de leche fueron agrupados por sitio, ya que el nimero de muestras
era menor al de las tortillas. Al tratarse de leche de marcas comerciales y por ser una comunidad
pequefia, no habia posibilidad de encontrar diferentes lotes. En la Tabla 15 se encuentran los
valores obtenidos de LDD y LDC para la AFM; en leche, resultado de la validacion. De acuerdo
con los datos, puede concluirse que el método es suficiente para medir los valores maximos de
las NOM-091-SSA1-1994 y NOM-184-SSA1-2002 y de la regulacion aplicable de la Union

Europea.
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Tabla 15.Resultados del desempefio del método para determinacién de AFM; en leche.

No. % CV %
LDD (ug/ kg) LDC (ug/ kg) R - g
Réplicas Recuperacion

0.009 0.020 0.998 6 5.81 91

LDD= Limite de Deteccion. LDC= Limite de Cuantificacion. R=Correlacion. CV=Coeficiente de variacion.
Calculado a partir de la adicién de aflatoxinas en concentracion de 0.1 ppb

Tal como se observa en la Tabla 16, las marcas de leche C3, C5 y C8 excedieron el limite de AFM1
en leche de la UE. Ninguna muestra excedié el limite de la normativa mexicana. Resulta
interesante destacar que las marcas con mayor nimero de muestras por arriba del LDD fueron

la C5vyC7.

En relacién con los resultados de AFM1 en leche de productores locales, se observa que los
valores mas altos se encontraron en la leche del productor L3. En las muestras analizadas, los
valores no excedieron los limites de las normas mexicanas de AFM3 en leche y tampoco el limite

de la UE. EI 60% de las muestras del productor L2 estuvieron por arriba del LDD.

5.4 Huevo

En este trabajo, ademas de buscar el andlisis de tortillas y leche, se realizaron pruebas en huevo
para la deteccién de AFM3. Debido a las bajas concentraciones de AFM1 encontradas en las
muestras de huevo, que en su mayoria resultaron no detectables, se decidid analizarlas con las
columnas inmunoespecificas para aflatoxinas B y G, mostrando niveles detectables solamente
para AFB,. Por cuestiones de recursos, no se pudo seguir adelante con el andlisis de estas

aflatoxinas en huevo. Los detalles se incluyen en el Anexo 8.
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Tabla 16. Estadistica descriptiva de AFM; en las muestras de leche.

Promedio Max

Sitio N ug/ ke ug/ ke >LDD %
Marcas comerciales 45 0.013 0.087 35
C1 5 0.009 0.016 40
C2 5 0.009 0.022 40
C3 5 0.023 0.082 20
Cc4 5 0.006 0.016 20
C5 5 0.025 0.052 60
cé 5 0.004 0.004 0
c7 5 0.014 0.028 60
Cc8 5 0.021 0.087 20
C9 5 0.008 0.016 40
Productores locales 15 0.009 0.045 27
L1 5 0.004 0.004 0
L2 5 0.010 0.015 60
L3 5 0.012 0.045 20

LDD= Limite de Deteccion. C=Marca Comercial. L=Productor local

5.5 Exposicidon y riesgo

Dado que las concentraciones esperadas de aflatoxinas en alimentos eran bajas, este estudio se
enfocd en el calculo de las concentraciones acumuladas a través del tiempo, tomando en

consideracién los datos de consumo para tortillas y leche.

Para obtener es la ingesta diaria de los alimentos analizados, se tomd primeramente el dato de
la concentracion media de aflatoxinas en cada alimento en los cuatro periodos de toma de
muestra, obtenido del analisis de este trabajo. Enseguida se calculd la ingesta media de estos
alimentos al dia, distinguiendo entre el consumo de madres y el de nifios. El peso corporal medio

de nifios fue calculado a partir del dato de talla media para nifilos entre 7 y 10 afios de edad
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(Rodriguez-Ramos, 2015), mientras que el de las madres se calculd haciendo un promedio, ya

gue las madres participantes eran de diferente edad y complexion fisica.

5.5.1 Exposicion de AFs en tortillas

Como resultado de la simulacién en el sitio de Tocoy, se obtuvo que la ingesta diaria de AFs se
situd por debajo de 0.11 ng/kg p.c/ dia el 84% de las veces para los nifios, durante el periodo
M1, que fue el periodo con las concentraciones mas bajas. Para el periodo M4, menos del 1% de
las veces estuvo por debajo de este valor, lo cual demuestra un contraste alto en un mismo afio.
En el caso de la ingesta en las madres, el valor maximo estuvo por debajo del 85% de las

iteraciones, mientras que en el periodo M4, se observé el mismo valor que en los nifios.

En el sitio de E. Bocas, los resultados de la simulacién mostraron que en el periodo M1 se
obtuvieron las probabilidades mas altas de un consumo de AFs en los nifios por encima del 0.11
ng/kg p.c./ dia, en el 61% de las ocasiones, y de 42% en las madres, siendo el periodo con las

ingestas mas altas.

Los resultados de la simulacién para las concentraciones de aflatoxinas totales por sitio y por
periodo de toma de muestras, se muestran en la Tabla 17, donde se puede ver que en Tocoy,
las concentraciones exceden el limite establecido por la norma mexicana en mas del 45% de las

veces, excepto en el periodo M2.
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Tabla 17. Porcentaje de veces en los que se rebasa el limite de AFs Totales en ng/g tortilla, por periodo.

Periodo de toma de

muestras Tocoy E. Bocas
M1 46 2
M2 1 0
M3 48 6
M4 57 SD

Limite AFs= 12 ng/g tortilla. SD= Sin datos.

Para la Ultima simulacién, se estimo la concentracion promedio de aflatoxinas totales de acuerdo
con los datos obtenidos de los cuatro periodos, y se observd que en Tocoy se excede el 98% vy el
91% de las veces el valor IDT para madresy para nifios, respectivamente. Los resultados de Tocoy

se pueden ver representados en la Figura 20 y

Figura 21. Los resultados de E. Bocas se presentan en la Figura 22 y

Figura 23.

Figura 20. Promedio anual de AFs totales de Tocoy, en ng/kg p.c./dia (madres).
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Figura 21. Promedio anual de AFs totales de Tocoy, en ng/kg p.c./dia (nifios).
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Figura 22. Promedio anual de AFs totales de E. Bocas, en ng/kg p.c./dia (madres).
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Figura 23. Promedio anual de AFs totales de E. Bocas, en ng/kg p.c./dia (nifios).
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5.5.2 Riesgo cancerigeno

A partir de las férmulas descritas en la metodologia, se obtuvieron los datos para la estimacion
de la tasa de cancer hepatocelular (CHC), para lo cual se consideraron solamente los datos de
consumo de las madres, con el dato del promedio de la exposicion anual, es decir, con la media
de las muestras de los cuatro periodos analizados. Los resultados por sitio se muestran en la
Tabla 18. Por tratarse de riesgo cancerigeno, se utilizd la concentracién maxima encontrada en

las tortillas, por lo que en la tabla se describe el escenario mas estricto.
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Tabla 18. Estimacidn de la tasa de CHC por ingestidn de aflatoxinas en tortillas.

Estimacion Tocoy E. Bocas
Ingesta ng AF/persona/dia® 8211.8 424.8
Ingesta ng AF/kg p.c/dia® 136.8 7.1
Riesgo HBsAg- (por 10,000 hab) 0.137 0.007
Riesgo HBsAg+ (por 10,000 hab) 4.104 0.212

2 A partir de la concentracion maxima detectada. p.c.=60 kg. HBsAg-= poblacion sin prevalencia del
VHB. HBsAg+= Poblacion con prevalencia de VHB.

El riesgo también fue simulado tomando en consideracion la totalidad de los datos por sitios, sin
agruparlos por periodo. En la Tabla 19 se muestran los resultados de las iteraciones para el riesgo
cancerigeno v las probabilidades de 5, 10, 50 y 90% que se presenten casos por cada 100,000
habitantes. El factor de potencia que se utilizd para el célculo fue el factor de la poblacién, que

considera la prevalencia de CHC en México.
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Tabla 19.

Probabilidad de riesgo cancerigeno por AFB; y AFs Totales

Sitio Probabilidad Probabilidad Probabilidad Probabilidad
90% 50% 10% 5%
Tocoy (AFB1) 0.009 0.068 0.518 0.900
Tocoy (AFs Totales) 0.003 0.031 0.288 0.540
E. Bocas (AFB1) 0.003 0.013 0.045 0.065
E. Bocas (AFs Totales) 0.001 0.008 0.054 0.093

aNumero de casos de cancer hepatocelular por 100,000 habitantes. Muestras totales analizadas en el laboratorio.

5.5.3 Exposicion a AFM1

Para el cdlculo de la ingesta de AFMy, se utilizé la formula siguiente:

Ingesta AFM diaria = yug de AFM1 por mL de leche * mL de leche ingeridos al dia

en leche

kg peso corporal

Los resultados de este analisis se reportan en la Tabla 20, y se puede observar que en ninguno

de los célculos se rebasa el valor de 2 ng AFM1/kg p.c. /dia. Sin embargo, es importante resaltar

gue laingesta de AFM; en E. Bocas es aproximadamente tres veces mayor que en Tocoy, lo cual

era de esperarse debido al mayor consumo de leche diario comparado con el de los nifios de

Tocoy.

Como en el caso de las tortillas, también para la leche se realizd una simulacién Monte-Carlo,

pero en este caso solamente se utilizé el consumo infantil, ya que de acuerdo con las entrevistas,

las madres no consumen leche (en Tocoy), o tienen consumos muy bajos (en E. Bocas). Derivado

de la simulacion se obtuvo que el valor de IDT se sobrepasd en Tocoy en todas las marcas y los

productores locales de un 11 a un 12%, mientras que en E. Bocas de un 8 a un 11% de las veces.
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Tabla 20. Ingesta diaria de AFM; en leche (nifios).

Muestra Tocoy E. Bocas
ng AFM4/kg p.c./dia ng AFMy/kg p.c./dia
C1 0.041 0.137
C2 0.044 0.146
C3 0.109 0.361
C4 0.030 0.098
C5 0.119 0.393
C6 0.019 0.062
c7 0.066 0.218
C8 0.096 0.318
C9 0.036 0.118
L1 0.019 0.062
L2 0.047 0.154
L3 0.057 0.188

C= Marcas comerciales de leche. L= Leche de productores locales
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6 DISCUSION

Para facilitar la discusion, se referirdn los resultados por alimento, presentando primeramente
la discusion sobre los hallazgos en tortillas y enseguida en leche; y finalmente los resultados de

la estimacion del riesgo.

6.1 Tortillas

Las adecuaciones hechas al método analitico no afectaron el desempefio, resultando en valores
de exactitud dentro de los valores permitidos del estandar certificado. Asi mismo, la precision y
el porcentaje de recuperacién fueron calculados, con lo que se demostrd que el método esta
validado para poder medir concentraciones de aflatoxinas por debajo de los limites de las

normas reportadas.

Parte importante de este analisis es la comparacion de los resultados obtenidos con los valores
limites establecidos por la regulacion de la UE. Al realizar esta comparacién, podemos ver que el
14% del total de las tortillas de Tocoy y el 8% de las muestras de E. Bocas, excedieron el limite.
Estos resultados son de particular interés si consideramos que el promedio de consumo de

tortillas en zonas indigenas es aproximadamente tres veces mayor al calculado en zonas urbanas.

Debido a que la fuente del maiz (milpa o tienda) para la elaboracion de tortillas no explico las
altas concentraciones encontradas en las muestras de diciembre, se procedié a analizar la
influencia de la temperatura. Como se puede ver en la

Figura 24, en la estacion de invierno se presentaron las temperaturas mas bajas, lo cual ofrece

un efecto protector en la proliferacion de insectos y hongos, pero por otro lado favorece la
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condensacion de la humedad del aire dentro de los contenedores, acelerando el proceso de
infestacién e infeccion. Esto es sobre todo relevante en Tocoy, cuya temperatura mensual

promedio rebasa los 12 °C.

Tomando en consideracion lo anterior, se podria esperar que las concentraciones de las
muestras de febrero fueran también altas, pero no resultaron asi, por lo que es pertinente
observar la influencia de otras variables como el procedimiento en la preparacion de las tortillas,
el contenido de humedad del maiz durante la cosecha y fuentes especificas de contaminacion

en los sitios de almacenamiento.
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Figura 24. Temperatura mensual promedio, 2015.

En contraste con lo reportado en otros estudios, el procedimiento de nixtamalizacion no resultd
efectivo para eliminar la totalidad de las aflatoxinas en las muestras analizadas, puesto que las
concentraciones fueron detectables en el 81% de las muestras de Tocoy y en el 54% en E. Bocas.

Esta diferencia puede deberse a las variables detectadas en el proceso, como la cantidad de cal
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utilizada en la coccion, las veces que el agua de enjuague (0 nejayote) se re usa para otras

preparaciones de tortillas y el tiempo de reposo del maiz ya cocido, previo a su molienda.

No debe pasarse por alto que la poblacién en general esta expuesta a aflatoxinas y que incluso
los hombres pueden ingerir mayores concentraciones que las calculadas, ya que, comidnmente
comen mas tortillas que las mujeres. Debido al disefio original, el estudio no contemplé este
calculo y se centrd solamente en mujeres y nifios, pero no debe olvidarse que el riesgo est3
presente para la poblacion general. De acuerdo con los datos de exposicién a aflatoxinas en
mujeres y nifios, resulta importante mencionar la influencia del peso corporal en el célculo. A
menor peso corporal, el resultado serd mayor, lo cual centra la atencién en la exposicion de los

nifios y en los riesgos derivados para este grupo de la poblacién.

Algunos estudios en Latinoamérica han mostrado la presencia de aflatoxinas en maiz,
cacahuates y otros alimentos. En un estudio realizado en Argentina se analizd maiz recién
cosechado y después del almacenamiento, mostrando que los niveles de AFB; fueron mas altos
en las muestras de maiz almacenado, con concentraciones entre los 0.22 y 0.45 mg/kg
(Martinez-Flores & Garcia-Aguirre, 2003). Lo anterior concuerda con lo observado en este
trabajo, ya que el almacenamiento es el factor que puede explicar las variaciones en las

concentraciones de aflatoxinas encontradas en muestras con un mismo tipo de maiz.

En este sentido, la contaminacion durante el almacenamiento puede ser facilitada por malas
practicas en los hogares, las cuales pudimos observar durante las visitas a la comunidad. En
primera instancia, y en relacién con los datos de la presentacién del maiz, la mayor parte de las

familias participantes almacenan el maiz en grano, puesto que lo obtienen de la tienda, en
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costales de 50 kg. En varios casos, se observd que hay poca ventilacidn de los sitios donde se
guardan estos costales, por lo que se pueden presentar puntos de calor y de esta manera
favorecer la reproduccion de hongos. En otros hogares, en los cuales se guardan mazorcas sobre

los tapancos, se detectd la presencia de ratones, y en menor medida la entrada de aves.

La infeccidon por hongos puede ser también debida a la presencia de insectos que dafian el
pericarpio del grano, favoreciendo asi la entrada de esporas (Rodriguez del Bosque, 1996). En
este sentido, la gente de Tocoy refirid la presencia de gorgojos (Sitophilus zeamais) sobre todo
en maiz almacenado por mas de cuatro meses, de modo que, aunque las condiciones de
almacenamiento sean éptimas, después de varios meses se espera la aparicion de estos insectos.
A pesar del riesgo de dafio fisico del grano y por la transportacion de esporas de hongo por la
presencia de gorgojos (Beti, Phillips, & Smalley, 1995), éstos no representan un problema grave
para la gente de Tocoy, ya que se aseguran de limpiar el maiz mediante cribado y un enjuague
posterior para posteriormente preparar el nixtamal. Es decir, no se percibe la asociacion entre

el insecto y el riesgo de infeccidon por hongos.

Aunque se observa que la contaminacién se agudiza en ciertas épocas, el problema se presenta
alolargo del afio, en las dos comunidades. Con esto se pone de manifiesto que la contaminacién
por aflatoxinas ocurre en diferentes contextos sociales, culturales y geograficos, con diferentes
condiciones fisicas y con variaciones en la preparacién de las tortillas. Tenemos entonces un

problema que puede encontrarse ampliamente distribuido en la republica mexicana.

En lo que respecta a las concentraciones encontradas en masas comerciales (Maseca y Minsa),

es importante sefialar que estas marcas no excedieron los limites maximos permitidos por la
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NOM-187-SSA1/SCFI-2002. Sin embargo, estas concentraciones no fueron iguales en los
diferentes periodos de toma de muestra, lo cual es importante tomar en cuenta para el control

de la industria del maiz.

6.2 Lechey producto lacteo

El método analitico utilizado para AFM1 fue validado en leche entera y se obtuvo un LDC menor
a las concentraciones establecidas por la regulacion de la Unién Europea, de 0.05 ppb AFM;,
Este método no sufrié adecuaciones mayores, siendo el volumen vy la dilucién de la muestra las
Unicas modificaciones. Para esta aflatoxina, no se realizé la prueba de exactitud con estandar

certificado en alimento, sino solamente como adicién de estandar.

Las concentraciones de AFM; en las muestras analizadas de leche comercial resultaron dentro
de los limites permitidos por la normativa mexicana. Esto puede interpretarse como un resultado
seguro y de bajo riesgo para la poblacion. Aun y cuando tres de las marcas mostraron niveles
por encima de lo permitido por la regulacién de la UE, no se observaron niveles promedio
superiores a la normativa. Considerando los datos aislados, el consumo de leche no representa
un problema grave en lo que respecta a la ingesta de AFM;, ya sea si se trata de leche de marcas
comerciales o de productores locales. Sin embargo, al observar los datos de la ingesta semanal
en un ambiente periurbano, se puede observar que aumentd mas de tres veces la ingesta diaria

de AFM1.
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Tomando en cuenta que al hablar de las marcas comerciales no podemos tener un control de
las condiciones de almacenamiento del pienso para vacas, no se puede establecer las posibles
razones por las que en algunas muestras se obtuvieron valores altos. Sin embargo, las
concentraciones de AFMi en leche de productores locales si pueden relacionarse con lo
observado en campo y con los datos obtenidos en las encuestas. En este caso, se observd que
las condiciones de almacenamiento fueron las variables asociadas de manera directa a los
resultados de la leche analizada, resultando que el productor que contaba con almacenamiento
del forraje protegido de la intemperie obtuvo los valores mas bajos de AFM; en las muestras
analizadas, mientras que el productor que almacenaba su forraje a la intemperie, obtuvo los
valores mas altos. A pesar de contar con pocos datos para realizar un analisis estadistico, tanto
la variable de lugar de almacenamiento como la del tiempo de almacenamiento, resultan

coherentes con lo previsto en la bibliografia, al tratarse de una micotoxina.

6.3 Exposicién y Riesgo

Por una parte, los valores de IDT sirvieron para tener un referente sobre la ingesta promedio en
las dos comunidades, obteniendo que este valor de referencia se excedié solamente en Tocoy,
cuando se tomd la concentracién maxima de AFs de los analisis de tortilla para realizar el calculo.
En el caso de E. Bocas estd por debajo de este limite Si consideramos que este estudio sdlo se
enfocd en aflatoxinas de dos alimentos en especifico, no se puede establecer una conclusion
general sobre el riesgo, pero si una aproximacion a la situacién de estas dos comunidades por

exposicion a dichos alimentos.
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Como se explicd anteriormente, un TDS puede ser de mayor alcance para lograr una mejor
aproximacion al problema. El estudio realizado en Catalunya, el primero de este tipo en Espafia,
mostrd como resultados principales que la incidencia de micotoxinas en alimentos es baja, sin
embargo se detectaron niveles considerables de Fumonisina B4, Ocratoxina A y Deoxinivalenol
principalmente en cereales. Adicional a esta informacién, se observd que los grupos de
poblacidon con mayor exposicion a micotoxinas son los bebés, los nifios y los migrantes, debido
al tipo de alimentos que consumen y a la frecuencia de ingestién (Cano-Sancho et al., 2012).

En el segundo reporte de Francia, se concluye que los alimentos con mayores concentraciones
de micotoxinas son los cereales, los frutos secos y el chocolate. Es importante aclarar que una
variedad de alimentos tales como productos lacteos, cacahuates, nueces, frutos secos y otros

cereales pueden contribuir también al aporte diario de aflatoxinas.

Con los resultados sobre exposicion y riesgo de este trabajo, puede observarse una notable
diferencia entre los resultados de ambas comunidades, y obviamente el riesgo es aumentado
con un patron de consumo como el que se presenta en la comunidad de Tocoy y sobre todo por
los niveles de contaminacion encontrados en las tortillas de la comunidad en contraste con los

de E. Bocas.

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se puede observar que, efectivamente,
el riesgo de casos de cancer asociados con la ingesta de aflatoxinas es mayor en la comunidad
de Tocoy, sobre todo a partir de la probabilidad del 50%. Para el caso de Tocoy, se puede alcanzar
un riesgo de 0.9 en 100,000 en el 5% de los casos (0.09 en 10,000 habitantes). En contraste,
tomando el valor maximo de concentracion de aflatoxinas en tortillas encontrado en las

comunidades, el riesgo puede llegar a 0.14 casos y 0.18 casos por 10,000 habitantes, cuando se

98



calcula con la ingesta maxima de tortillas reportada en Tocoy. De este modo, se puede decir que
el riesgo de CHC en las dos comunidades esta por debajo del maximo aceptado. Lo anterior
concuerda con lo observado en las comunidades, ya que no se reportaron casos de cancer
hepatico. Resulta de suma importancia sefialar que, el riesgo aumenta cuando existe una
infeccion por virus de hepatitis, y mas de 30 veces con VHB, por lo que debe brindarse la

vigilancia oportuna a pacientes con hepatitis.

De acuerdo con lo reportado por Liu et al., la ingesta de aflatoxinas en México es de 14-85 ng/kg
p.c./dia, con lo que se calcula un nimero de casos anual de CHC por 100, 000 habitantes de 0.14-
0.85 (con HBsAg-) y de 4.20-25.5 (HBsAg+), es decir, diez veces mayor que el calculado con el
factor de potencia de la poblacién mexicana. Resulta de suma importancia mencionar que el
riesgo se incrementa mas de 30 veces cuando hablamos de poblacién con VHB, por lo que el

seguimiento a este grupo de poblacién es necesario en la comunidad.

Considerando el estudio de Wu et al. en 2013, |la exposicién a aflatoxinas no deberia causar un
incremento de un caso de CHC en 100,000 habitantes, por lo que, de presentarse
concentraciones como las detectadas en este estudio en el afio 2015, la probabilidad de la
poblacion de Tocoy de desarrollar CHC es mayor a lo reportado por estos investigadores (Wu,

Stacy, & Kensler, 2013).

99



7  CONCLUSIONES

La presencia de microorganismos e insectos pueden causar una variedad de problemas antes y
después de la cosecha, conduciendo no sélo a pérdidas en los alimentos sino también a
problemas de salud humana. Las buenas practicas en toda la cadena de produccién y en especial
durante el almacenamiento, pueden prevenir la contaminacion por aflatoxinas y otras

micotoxinas, asi como de plagas en general.

Se adaptd la técnica analitica oficial para utilizar menor volumen de solventes en la extraccidon y
una menor cantidad de muestra y se pudo comprobar que estas adecuaciones no afectaron los
parametros de desempefio de la técnica. Por lo tanto, puede utilizarse para la medicién de la
concentracion de aflatoxinas By G por debajo de lo establecido por las normas mexicanas y de

la Unién Europea.

Aunque el objetivo de esta investigacion era el de conocer la relevancia de los factores de riesgo
por separado, los resultados mostraron que es recomendable estudiar estos factores de manera
simultanea para poder predecir y prevenir los eventos de contaminacion. Sin duda, resulta de
suma importancia comunicar oportunamente los hallazgos de los estudios, puesto que favorece
la toma de conciencia de la poblacién en lo que respecta a riesgos, ayudando de esta manera a
prevenir problemas de contaminacion que en un futuro puedan repercutir en su seguridad

alimentaria y en la salud.

El método analitico usado para medir AFM1 en leche resulta adecuado para medir

concentraciones incluso por debajo de la regulacion establecida por la Unién Europea. Los
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niveles de AFM; en leche de marcas comerciales son bajos comparados con la normativa
mexicana, pero altos con respecto al Reglamento de la Unién Europea. El hecho de que los
resultados sean impredecibles en marcas comerciales nos hace pensar en la diversidad del
origen de laleche que llega a las tiendas y de |la necesidad de establecer medidas para su control.
Por otra parte, los niveles de AFM en leche de productores locales fueron bajos también, pero

se pudieron asociar con las condiciones y el tiempo de almacenamiento.

El riesgo de CHC asociado con la ingesta de AFB; sélo por el consumo de tortillas es mayor a lo
reportado en otros estudios que usan datos mexicanos para la estimacién, pero menor a lo
permitido en lo que respecta al riesgo cancerigeno. Si bien, la baja prevalencia de VHB ayuda a
disminuir el riesgo de desarrollar CHC, los valores calculados de ingesta diaria por peso corporal
son altos en la comunidad de Tocoy y esto sin duda tendrd influencia en el riesgo general de la

poblacion.

Ademas de las variables de temperatura y humedad, se detectaron factores de influencia en la
concentracion de aflatoxinas en los alimentos evaluados, siendo el tratamiento poscosecha, las
condiciones de almacenamiento de granos y piensos, asi como las técnicas en la preparacion de

tortillas, dignas de estudios posteriores a profundidad.

Debido a los resultados de este trabajo, se considera necesaria la creacion de un programa de
vigilancia del maiz a nivel nacional, pero operado desde un nivel local, puesto que cada
comunidad tiene sus propias caracteristicas y una problematica particular. Para poder asegurar
la intervencidn pertinente en el control de la contaminacién, pero sobre todo en la prevencién,

es importante incluir en el programa de vigilancia, el analisis aflatoxinas en maiz con técnicas
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accesibles y de bajo costo, asi como la aplicacidn de técnicas de buenas practicas de pos-cosecha

y almacenamiento.

La seguridad alimentaria se ha convertido en un tema serio que tiene implicaciones econémicas
y logisticas por parte de la autoridad, pero sobre todo que requiere su respuesta oportuna para

asegurar la prevencién de problemas de salud publica para la poblacién mexicana.

Alineando este trabajo en el marco de los Objetivos de Desarrollo Sostenible, no sdélo se refiere
a la inocuidad de los alimentos como medio para asegurar la salud y el bienestar, sino también

como elemento indispensable para la produccion y consumo responsable.

La alimentacion, sin duda tiene principalmente un papel fisico y bioldgico, pero ademas cumple
una funcioén social y constituye una parte esencial de la identidad de una comunidad. Cualquier
esfuerzo que se realice en la materia, siempre involucrara un fuerte impacto social y en

consecuencia, relevancia en todos los niveles de la comunidad.
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ANEXO 1

Determinacion de aflatoxinas y compuestos téxicos en alimentos consumidos por poblacion infantil en
San Luis Potosi

ENCUESTA DE CONSUMO

Fecha
Folio I
Nombre: Muestra |
Nombre nifio(a): Numero |
Edad:
Tortillas

1 Consumo diario 10 Cosecha del maiz

2 Consumo diario nifio(a) 11 Tiempo de almacenamiento

3 Origen del maiz: 12 Tipo almacenamiento

|:|Propio

|:| Comprado local

|:|Diconsa 13 Casa habitacion:

|:| Otro

14 ;Doénde compran alimentos?

4 Preparacion

Leche

Consumo a la semana

Marca

Huevos

7 Consumo semanal

8 Origen:

|:| Comprado

|:|Propio

9 Alimento

15 Alimentos consumidos de temporada

108



ANEXO 2

ALMACENAMIENTO DE MAIZ EN TOCOY, SAN ANTONIO

Maiz colgado sobre la estufa, generalmente semillas seleccionadas para la préoxima siembra.
Febrero 2015.
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Maiz almacenado en rejas. Casa en Tocoy, San Antonio. Enero de 2014.
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ANEXO 3

INFORMACION PROVEEDORES DE E. BOCAS
30 de junio de 2015

Tortilleria 1 (M)
Forrajeray viene de Abastos de San Luis Potosi.
En febrero venden también tortillas de maiz local.

La composicion de las tortillas es:
75 % maiz
25 % Harina (Maseca o Agroinsa)

Regularmente la formulacién es de:
70 % maiz
30 % Harina (Maseca o Agroinsa)

Agroinsa no se consigue en la comunidad, por lo que la pide para que se la traigan.

Forrajera

Lo traen de la Central de Abastos de la ciudad de San Luis Potosi.

Surte 300 kg al dia para las tortillas

Casi no venden a particulares. Los particulares van a la “Conasupo”o Diconsa.
Dos dias de almacenamiento como maximo.

Este maiz que les surten ya viene curado o fumigado.

El maiz es de bodega y puede durar 1 6 2 afios.

Tortilleria La Unica
Se surte de la Central de Abastos de San Luis Potosi, de la forrajera y de maiz local cuando hay
disponibilidad. Es posible que de octubre a febrero haya maiz local.

La composicion de las tortillas es de:
50 % Maiz
50 % Harina (Maseca*, Agroinsa, Minsa)

El tiempo maximo de almacenamiento es de una semana. No se cuenta con métodos de
conservacion especial.

No hay humedad, segun refiere el encargado.

El costo de un costal de Maseca es de $200.0. EL tiempo de almacenamiento de la harina es de
una semana. La harina Agroinsa es mas barata que la Maseca o la Minsa.

Agroinsa normal
Harina de maiz nixtamalizado, enriquecida con vitaminas y minerales.
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e Sin conservadores

e Rendimiento normal

e Harina fina

e Duracion 18 horas

e Sin aditivos

Uso: tortillas, tamales, tostadas vy frituras
Rendimiento: 38 kg

Tiempo de amasado: de 3 a 4 minutos
Agua: 26 a 28 litros por bulto

Diconsa #190

1500 kg por semana a $4.00 el kilogramo

1 bulto= 50 kg $200.0

>500 kg/ semana de la harina ya procesada Sedesol/ Diconsa

112



ANEXO 4

ENCUESTA ALIMENTACION DE GANADO VACUNO DE PRODUCTORES LOCALES DE LECHE

Fecha:

Productor:

Tipo de alimento
Composicion:

%

%

%

%

%

%

%

%
Alimento comercial: % Proteina
Humedad: %
Tiempo de almacenamiento maximo:

Cantidad de alimento por dia:

Produccién propia:

Ensilado durante los meses:
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ANEXO 5

ALIMENTO PARA GANADO LECHERO

Ficha Técnica

LECHERO 20 TEC

Ingredientes:
Cereales, pastas de oleaginosas, grasas de origen vegetal, macro y micro minerales,
aminodcidos, vitaminas A, Dy E.

Proteina cruda Min 20%
Grasa cruda Min 4%
Fibra cruda Max 6%
Humedad Max 12%
Cenizas Max 8%
E.L.N. 53%

Dosis y via de administracién

Administrar de 8 a 12 kg por dia. Forraje libre acceso.
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ANEXO 6

CROMATOGRAMAS DE HPLC CON DETECCION DE FLUORESCENCIA

FLD1 A, Ex=362, Em=440 (1605251160525 2015-05-26 13-27-08\AFM10000002.D)
FLD1 A, Ex=362, Em=440 (1605251160525 2015-05-26 19-27-08\4FM10000001.D}

0.56—

0.54—

0.52—

0.48—

1 2 3 4 5 [ 7 min

Cromatograma de una muestra de leche (sefial roja), y estandar fortificado en leche entera
(sefial azul).

T FLD1A Ex=362, Em=460, TT (1704011170401 2017-04-03 13-55-45\AF 0000004 D)
[ FLD1 A Ex=362, Em=460, TT (1704011170401 2017-04-03 13-55-4514F0000002.0)
w
16+
12
124
104
3
2
o
T T T T T T
2 ) 8 8 10 i

Cromatograma del Estandar Certificado en alimento para AFB1, AFB2 y AFG1 (sefial azul), y
estandar fortificado en tortilla (sefial roja).
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ANEXO 7

PREPARACION DEL NIXCON
20 de agosto de 2016

Sra. A. Hernadndez

1. Almacenamiento
El maiz lo compra en Diconsa en costales de 50 kg, que le duran de 22 a 30 dias. Lo almacena en
el mismo costal, en el cuarto de las nifias. Estd protegido del sol y no estd directamente en el
piso.

2. Limpieza del maiz
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Se realiza una limpieza fisica, retirando particulas, tallos, piedras, hojas y otra materia presente
en el maiz. Después se pasa a través de una criba y entonces se comienza con la preparacién de
la masa.

3. Preparacion de la masa

En una cubeta de 20 L aproximadamente, se vierten % de agua y medio vaso de cal. Se procede
a hervir (10 a 15 min) y entonces se agrega el maiz (4 kg aproximadamente). El agua con cal debe
cubrir en su totalidad el maiz. El color del maiz cambia a amarillo con la coccion. A continuacion
se coloca una bolsa sobre la cubeta y una tapa para favorecer la remocion del pericarpio. Al
siguiente dia, a las 7-8 de la mafiana, procede al lavado con agua hasta remover completamente
el pericarpio. Enseguida se procede a la molienda y a la adicién de Maseca. De acuerdo con la
informacion brindada, esta adicion permite que las tortillas sean mas suaves.

La cantidad de cal no varia, aunque la calidad el maiz sea diferente. Si agrega mucha cal, entonces
las tortillas huelen mucho a cal y el color es muy amarillo, lo cual resulta poco deseable para la
mayoria de las mujeres encuestadas.
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Las variables detectadas en la preparacion, fueron las siguientes:
e (Cantidad de cal
e Tiempo de coccién
e Tiempo de reposo
e Enjuague
e Limpieza del grano

Las variables detectadas en el almacenamiento, fueron las siguientes:
e Tiempo de almacenamiento
e Lugar de almacenamiento
e Tipo de maiz
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ANEXO 8

ANALISIS DE HUEVO

Para conocer la procedencia de este alimento en la comunidad, se incluyeron preguntas al
cuestionario relacionadas al consumo de huevo. De las 30 mujeres encuestadas, el 30% tenia
gallinas propias y por lo tanto el abasto de huevo provenia de las mismas. De este porcentaje, el
60% utiliza un alimento preparado especialmente para gallinas, el cual compran en la cabecera
Municipal. El resto las alimenta con maiz, masa y sobras de alimentos. Bajo este supuesto, era
entonces conveniente que las muestras de huevo se obtuvieran en la misma fecha que las

tortillas.

En la fecha en que se aplicé el cuestionario, el 70% de las familias compraban el huevo en la
tienda de abarrotes de la comunidad, que a su vez se abastece de la cabecera Municipal y de
Tanlajds. En el primer semestre del 2015, casi el 100% de las familias tenian gallinas propias, ya
sean las llamadas “ponedoras” o las que denominan “de patio”. Las primeras fueron donadas

por SEDESOL vy se les da alimento preparado para asegurar que produzcan con mayor frecuencia.

Para la comunidad de Bocas, se encontré que cerca del 50% consumen huevo de gallinas de
patio o gallinas productoras locales; es decir, compran los huevos a familias en lugar de
comprarlos en la tienda. De esta manera se obtuvieron tres tipos de huevo en la comunidad,

aunque falta conocer a profundidad el origen de las gallinas y su alimentacién.
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ANEXO 9

INFORMACION PARA LA POBLACION
BUENAS PRACTICAS DE ALMACENAMIENTO

1. Secar
Los niveles de humedad al momento de la cosecha deben ser bajos para almacenar las mazorcas.
Puede secar al sol para eliminar humedad, pero debe tener cuidado del sitio sobre el cual coloca
el maiz, ya que puede contaminarse en el suelo.

2. Limpiar
Siempre que sea posible, dedique tiempo en detectar mazorcas o granos fracturados, dafiados,
golpeados o infectados con hongos. Observe si hay presencia de gorgojos u otros insectos. Estos
granos dafiados pueden favorecer a la contaminacion de los granos que se encuentran saosy en
buenas condiciones para el consumo.

3. Proteger
Una vez limpio el maiz, almacene en un contenedor adecuado. Es ideal que se encuentre en un
lugar con temperatura constante y protegido de la humedad exterior.

e Siutiliza costales, verifique que el costal esté libre de insectos y tierra. Coloque el costal
sobre una base para evitar que esté en contacto directo con el suelo. Mantenga lejos de
ventana directa para proteger del sol, la lluvia y animales.

e Sjutiliza el tapanco para almacenar las mazorcas, evite el acceso a ratones y aves, ya que
pueden dafar los granos y favorecer la contaminacién por hongos.

4. Inspeccionar
SI almacena el maiz por mas de 15 dias, haga inspecciones a los contenedores, costales o
tapancos para detectar problemas de contaminacion.

Otras medidas
e Sji almacena granos de maiz en contenedores, puede usar cal para prevenir la
contaminacion por hongos e insectos.

e Sialmacena mazorcas colgadas, asegurese de limpiar correctamente antes del consumo,
para evitar consumir el hollin que se acumula en el maiz.

e Sise moja el maiz, trate de secarlo lo antes posible para poder almacenarlo otra vez y
evitar contaminacion.

RECUERDE QUE: Los hongos pueden contaminar el maiz facilmente cuando hay dafios en el maiz.
Los insectos y roedores pueden dafiar los granos y comenzar la contaminacion. Cuide sus
alimentos para evitar la contaminacion.
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