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Resumen

En la actualidad existe una gran preocupacion en los organismos de salud nacionales e
internacionales debido a la incidencia de intoxicaciones causadas por la contaminacion de los
alimentos producidas por agentes bioldgicos de origen natural o antropogénica. Los efectos
toxicos agudos o cronicos sobre la anatomia y funcionalidad de las personas expuestas a
contaminaciones quimicas de alimentos involucran aspectos juridicos que contemplan la
presuncion de dafio anatdmico-funcional del cuerpo o de la salud de las personas, los cuales
deben ser considerados para su evaluacion. Entre ellos, la presencia de la toxina AFM, en los
sistemas productivos primarios no controlados y en plantas procesadoras lacteas cuyo efecto
a largo plazo podria manifestarse como céncer u otros sindromes dafiinos para la salud
humana. En el proceso industrial, el envasado representa una de las operaciones donde el
riesgo de contaminacién alimentaria por un entorno contaminado con AFM,, podria
incorporarse al alimento debido a que la operacion de llenado puede variar segin la magnitud
de la industria lactea. Las determinaciones analiticas con alta sensibilidad y rapidez en las
lineas de produccion/envasado permiten reducir los costos de produccion y el tiempo de
exposicion a contaminantes. Los datos epidemioldgicos, los signos clinicos y las lesiones
patologicas permiten un diagnostico presuntivo parcial que debe confirmarse con pruebas de
identificacion y cuantificaciéon de laboratorio. La presencia de AFM, constituye un
biomarcador confiable de intoxicacién alimentaria por aflatoxina AFB,. Las pruebas de
laboratorio establecen una etapa clave para poder determinar un marco metodolégico base
para actividades periciales bioquimicas en eventos toxicoldgicos, tanto en animales como en
humanos. Pruebas hepaticas de enzimas en sangre periférica, trastornos hematoldgicos y
pruebas inmunologicas alteradas por efecto de inmunosupresion que ejerce la aflatoxina en el
organismo animal constituyen pruebas confiables de efectos de aflatoxinas. La utilizacion de
biosensores constituye una herramienta muy util, facil y rdpida a nivel de campo para la
deteccion de muestras “positivas” de aflatoxinas. El método mas aconsejado para la
identificacion y/o confirmacion es el uso de columnas de inmunoafinidad con anticuerpos
monoclonales especificos para AFM; seguido de deteccion y cuantificacion por HPLC. Para
cumplir con los estdndares de calidad e inocuidad que permitan reducir los riesgos a un
minimo aceptable es necesario que los sistemas productivos primarios adopten y cumplan las

normas emitidas por el Codex Alimentarius y las de la FAO. La implementacion de las
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Buenas Practicas de Manufactura en la industria lactea, incluidas en el Codigo Alimentario
Argentino (CAA) y la Norma IRAM NM-323:2010 constituyen herramientas clave para
lograr la inocuidad de los alimentos lacteos producidos. Es en esta etapa donde toma
importancia establecer un marco metodoldgico base para actividades periciales bioquimicas
en eventos toxicologicos, tanto en animales como en humanos. Evaluaciones en empresas
lacteas de Cordoba muestran que cumplen con todas las normas de inocuidad necesarias para
evitar el riesgo toxicoldgico asociado a la Aflatoxina AFM, en la etapa del envasado de la
leche. Por ello, el objetivo de este trabajo de investigacion es concientizar sobre esta sensible
problematica, aportando una valiosa informacion para que las autoridades politicas, de salud
y empresariales permitan seleccionar, planificar y desarrollar alternativas tecnoldgicas y
cientificas que fortalezcan las medidas legislativas inherentes a la prevencioén y control de
eventos toxicologicos derivados de la exposicion a aflatoxinas. Ademas, que los resultados
obtenidos permitan avanzar hacia la formacion, consolidacion y capacitacion de equipos de
trabajo e investigacion interdisciplinarios capacitados en la problematica de salud publica

asociada a las cadenas agroalimentarias.

Palabras claves: lesiones, aflatoxina, micotoxina, normas de inocuidad.
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Summary

National and international health organizations are highly concerned at present due to the
occurrence of food poisoning produced by biologic agents which are of natural or
anthropogenic source. Acute or chronic toxic effects on anatomy and functionality of people
exposed to chemical food poisoning involve legal aspects which consider presumption of
anatomic functional damage of the body or people's health, which must be considered and
evaluated. Among them, the presence of the AFM, toxin in uncontrolled primary productive
systems and in milk processing plants, whose long term effect could be cancer or other
syndromes harmful to human health. In the industrial process packing constitutes a stage
where the risk of food poisoning due to a contaminated environment with AFM; could occur.
The toxin could enter the product because the filling process could vary depending on the
scale of the milk industry. Analytic determinations with high sensitivity and promptness in
the production/packing lines allow to reduce production costs and exposure time to
contaminants. Epidemiological data, clinical signs and pathological injuries enable a partial
presumptive diagnosis which must be confirmed with identification and quantification lab
tests. The presence of AFM, constitutes a reliable biomarker for food poisoning due to
aflatoxin AFB,. Lab tests establish a key phase so as to determine a methodological frame for
biochemical expert's activities of toxicological events in animals and human beings. Liver
function tests of peripheral blood enzymes, hematological disorders and immune system tests
altered by the effect of immunosuppression made by the aflatoxin in animal organism
constitute reliable tests for aflatoxins. The use of biosensors constitutes a very useful, easy
and quick tool for field-level detection of aflatoxin “positive” samples. The most advised
method for identification and/or confirmation of the use of immunoaffinity columns with
specific monoclonal antibodies for AFM, followed by detection and quantification of HPLC.
To comply with high quality and food safety standards which allow to reduce risks to a
minimum acceptable level it is needed that productive primary systems adopt and comply
with standards issued by the Codex Alimentarius and FAO. The implementation of good
manufacturing practices in dairy industry, included in the Argentine Food Code (Codigo
Alimentario Argentino) and the standard IRAM NM-323:2010 constitute key elements to
achieve safety of the produced dairy products. In this stage it is important to determine a

grounding methodological frame for biochemical expert's activities of toxicological events in
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animals and human beings. Assessments made in dairy industries in Cordoba show that they
comply with all safety standards necessary to avoid toxicological risk associated with
Aflatoxin AFM; in the packing stage of milk. Therefore, the objective of this research paper
1s to raise awareness on this sensitive issue, by contributing valuable information for political,
health and industry authorities to select, plan and develop technological and scientific
alternatives which strengthen legal measures related to the prevention and control of
toxicological events derived from the exposure to aflatoxins. Besides, it is expected that the
results obtained from this research paper enable to create, consolidate and train
interdisciplinary work and investigation teams with qualified skills in public health issues

associated with agro food chains.

Key words: injuries, Aflatoxin, mycotoxin, safety norms.

Péagina 4



Introduccion

En la actualidad existe una gran preocupacion en los organismos de salud nacionales e
internacionales debido a la alta incidencia de intoxicaciones causadas por la contaminacion
de los alimentos producidas por agentes de origen natural o antropogénica. Estas
contaminaciones producen efectos agudos o cronicos sobre la anatomia y funcionalidad de las

personas expuestas.

Concepto legal de lesion

En el sentido legal, lesion involucra un aspecto Juridico que implica presuncion de dafio
anatomico- funcional del cuerpo o de la salud de una persona (culposo o doloso), de origen
accidental o voluntario, intencionado o inesperado, por negligencia o impericia en el
proceder, por ignorancia o falta de cumplimiento de deberes o de funciones de un cargo, que

implica un deber de cuidado y da lugar a sanciones previstas en la ley [1].

Las lesiones y el codigo penal

Las lesiones constituyen delitos contra las personas. La ley califica tres medidas de

gravedad progresiva, teniendo en cuenta las penas:

a) Lesiones leves: Art. 89. “Se impondré prision de un mes a un afio, al que causare a
otro, en el cuerpo o en la salud, un dafio que no esté previsto en otra disposicion de

este codigo”.

b) Lesiones graves: Art. 90. “Se impondra reclusiéon de uno a seis anos, si la lesion
produjere una debilitacion permanente de la salud, de un sentido, 6rgano o miembro,
o una dificultad permanente de la palabra, o si hubiere puesto en peligro la vida del
ofendido, le hubiere inutilizado para el trabajo por méds de un mes, o le hubiere

causado una deformacion permanente del rostro”.

c) Lesiones gravisimas: Art. 91. “Se impondra reclusion o prision de tres a diez afios, si
la lesion produjere una enfermedad mental o corporal, cierta o probablemente
incurable, la inutilidad permanente para el trabajo, la pérdida de un sentido, de un
organo, de un miembro, del uso de un 6rgano o un miembro, de la palabra o de la

capacidad de engendrar o concebir”.
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Clasificacion legal de las lesiones
) De acuerdo al elemento productor
» Fisicos: Frio, calor, radiaciones ionizantes, electricidad.

» Mecanicos: golpes propiamente dichos, accidentes de transito, proyectiles, arma

blanca.
» Quimicos: acidos y alcalis.

» Biologicos: microorganismos productores de lesiones.

Estudio legal de las lesiones causadas por agentes biologicos

Estos dafios pueden ser provocados por sustancias de origen vegetal o animal. A menudo
se trata de secreciones animales que actiian directamente sobre la piel o mucosas. En otras
circunstancias las lesiones son producto de la accion toxica de animales ponzofiosos como
arafias y escorpiones, o mordeduras de serpientes [2]. Otras veces se deben a la ingestion de
sustancias toxicas como ocurre en las intoxicaciones alimentarias por alimentos en mal estado

0 por reacciones graves consecutivas a la ingesta.

Intoxicaciones alimentarias

Son las enfermedades originadas al ingerir un alimento que contiene toxinas previamente
generadas como metabolitos de los microorganismos [3]. Un ejemplo de esta condicion son
las intoxicaciones secundarias o indirectas [4] causadas por consumo de productos de origen
animal, tales como leche y sus derivados contaminados con micotoxinas. Estas toxinas se
caracterizan por ser quimicamente estables y resistentes a los métodos fisicos y quimicos de
destruccion usuales, y por lo tanto capaces de persistir en los productos alimenticios

terminados aun cuando el microorganismo haya sido destruido.

Micotoxinas

El término micotoxina proviene de dos palabras griegas: “mykes” que significa hongo y

“toxicum” que significa veneno.

Segin Cameén et al, 2006 las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por

algunas cepas de hongos, entre ellas, se destacan aquellas pertenecientes a los géneros
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Aspergillus, Penicillium y Fusarium, los cuales pueden variar su capacidad de sintetizar
micotoxinas aun dentro de una misma especie. Son considerados metabolitos secundarios
debido a que son procesos metabolicos primarios que no intervienen en el crecimiento del

hongo.

Los hongos se desarrollan en rangos de temperatura entre 40°C y 45°C, mientras que la
toxina puede ser producida entre 11°C y 35°C, siendo las condiciones Optimas de produccion

22°Cy 80 - 90% de humedad relativa [3].

Flores (2006) sefiala que las micotoxinas son moléculas relativamente pequetias de bajo
peso molecular con una estructura quimica policeténica que tienen lugar cuando en
determinadas condiciones fisicas, quimicas y biologicas se interrumpe la reduccion de los
grupos cetonicos en la biosintesis de los &cidos grasos realizada por los hongos. Estos acidos
grasos son metabolitos primarios utilizados por los hongos como fuente de energia [5].
Aunque las micotoxinas son genotipicamente especificas para un grupo de especies, el mismo

compuesto puede también ser elaborado por hongos pertenecientes a géneros distintos.

Las micotoxinas se suelen formar al final de la fase exponencial o al principio de la fase

estacionaria del crecimiento de los hongos toxicogénicos (Figura 1) [6].

Sintesis de micotoxinas

Log biomasa

X J
\__Y,_/\ ~ J Y

Fase de retraso Fase exponencial ~ Fase estacionaria

Tiempo

Figura 1. Fase de crecimiento fungico y localizacion de la sintesis de micotoxinas
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(Soriano del Castillo, 2007)

Desde el punto fisico—quimico, las micotoxinas son sustancias cristalinas que se disuelven
en solventes ligeramente polares como el cloroformo, metanol y agua a razéon de 10 — 20 mg /
litro. Estas sustancias presentan fluorescencia a la luz ultravioleta (Asociacion Espafiola de

Fabricantes de Harinas y Sémolas de Espana. 2015) [7].

Los principales géneros de hongos toxigénicos pueden observarse en la Tabla 1 [8].

Tabla 1. Principales Hongos productores de Micotoxinas (Acosta Yamanda M. y otros.

2016)

DON (Vomitoxina)

Zearalenona (ZEA)
Hongos del campo Fusarium sp. Toxina T2

Fumonisina

DAS

Aflatoxinas (B1, B2, G1, G2)
Hongos altamente Aspergillus sp. Ocratoxina (OTA)
contaminantes Patulina

Ocratoxina (OTA)

Penicillium sp. Citrina
Roquefortina
Patulina

Las micotoxinas poseen un efecto toxico inmediato, actuando como inmunosupresores,
mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos. El principal 6rgano diana de los efectos toxicos
y carcinogénicos es el higado, representando un peligro latente tanto para la salud humana
como animal. Las micotoxinas se caracterizan por su gran ubicuidad, por estar presentes de
modo natural en todo el mundo, en un gran nimero de productos agricolas utilizados para la
preparacion de alimentos balanceados para animales o como contaminantes o residuos

toxicos de los productos de las explotaciones ganaderas (leche, huevos, carnes). Esta
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ubicuidad hace que sea dificil controlarlas, y por ello, pueden constituir un riesgo'
significativo para la salud, pudiendo producir epidemias. La contaminacidon del producto
puede ocurrir en cualquier punto de la cadena alimenticia, desde la cosecha, pasando por la

recoleccion, almacenaje, transporte, elaboracion y conservacion (Peraica, 2000) [9].

Se conocen actualmente casi 500 tipos de micotoxinas, entre ellas, las mas importantes
por su ocurrencia y toxicidad son las Aflatoxinas, Ocratoxinas, Rubratoxinas y Tricotecenes,
siendo las primeras las mas destacadas y evaluadas por constituir un riesgo toxicoldgico
importante para la salud humana. Entre ellas, la aflatoxina M1 (AFM,) constituye un riesgo
latente de diferentes afecciones en la salud debido a que su consumo atn en dosis bajas puede
causar efectos toxicos en corto tiempo (agudos), como a largo plazo (crénicos), siendo estos

ultimos los mas frecuentes observados, aunque mas dificiles de identificar.

Pese a las mejoras tecnologicas introducidas, en la actualidad los productos lacteos siguen
siendo causa de brotes de toxiinfecciones alimentarias (TIA). Los productos lacteos pueden
contener también micotoxinas, entre ellas, la AFM,; ha sido descrita su presencia en
numerosas publicaciones. Su presencia en productos lacteos es posible si en su elaboracion se
emplea leche procedente de animales alimentados con alimentos contaminados con hongos
micotoxigénicos, debido a la contaminacion cruzada en el envasado de la leche o el
desarrollo de estos mohos durante la elaboraciéon de los quesos. La presencia de esta
aflatoxina constituye un riesgo toxicologico importante para la salud que merece ser
analizado considerando aspectos legales, productivos, econdmicos, nutricionales,

toxicoldgicos y quimicos, mediante un marco metodologico técnico y cientifico.

Por lo anteriormente citado, en el desarrollo de este trabajo se analizaran los aspectos mas
relevantes de las micotoxinas, su incidencia en la cadena agroalimentaria Argentina y en el
mundo con énfasis en la aflatoxina M1 en la cadena lactea. Se evaluard su incidencia
toxicoldgica sobre la salud humana, la legislacion actual nacional e internacional relacionada,
los procedimientos de control y prevencion, los métodos de descontaminacion y
detoxificacion en el campo y en la industria. Finalmente se analizaran las principales

metodologias para su deteccion y cuantificacion en la linea de trazabilidad de la leche con el

I Riesgo: Combinacion de la probabilidad de ocurrencia de un dafio y de la gravedad de ese dafio (IRAM,
L.p., Norma Argentina IRAM-NM 323: 2010. Pag. 4).
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objetivo de constituir un marco metodoldgico base para actividades periciales bioquimicas en

eventos toxicoldgicos humanos.
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Desarrollo del trabajo

Aflatoxinas

Las aflatoxinas son productos metabdlicos secundarios que pueden encontrarse en el

organismo de los animales que han consumido alimentos contaminados con aflatoxinas [10].

Segin Treviiio (2000), la palabra aflatoxina es un neologismo, cuyas primeras cuatro
letras (afla) son un acronimo, formado a partir del nombre latinizado del hongo: Aspergillus
flavus productor de toxina de donde se tom¢ la letra A del género (Aspergillus) y las primeras

letras, fla, de la especie (flavus) de la que se aisl6 la toxina [11].

Segun Camedn et al, 2006 las aflatoxinas son un grupo de toxinas naturales producidas
por diferentes hongos, entre ellos el Aspergillus Flavus. Algunas de las micotoxinas presentes
en la produccion bovina son degradadas rapidamente por los microorganismos del rumen en
compuestos con diferente estructura quimica que presentan menor o mayor toxicidad que la
micotoxina original. Cuando las vacas ingieren la AFB; que se encuentran en forrajes o
balanceados contaminados luego de un periodo de tiempo de treinta dias se metaboliza

principalmente a la AFM, y se excreta en la leche [3].

Quimicamente son un grupo de compuestos organicos no proteicos, de bajo peso

molecular, cuya estructura basica es un anillo de furano unido al nucleo de cumarina (Figura

2)
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Figura 2. Estructura quimica de las aflatoxinas B1, B2, G1, G2 y MI1.

Las aflatoxinas mas comunes son las B1, B2, G1 y G2, las cuales toman el nombre con
base en la fluorescencia que presentan en capa fina de gel, y la M1 que es el metabolito
hidroxilado de la AFB,;, que se elimina en la leche de los animales que ingieren forrajes

contaminados con AFB; [12].

La naturaleza y cantidad de micotoxinas producidas se ve influenciada por la interaccion
de varios factores como: tipo de sustrato, humedad, nutrientes disponibles, temperatura,

humedad del ambiente circundante (Marin Sillué et a/, 2000).

Las aflatoxinas poseen la habilidad de crecer, desarrollarse y producir las micotoxinas
correspondientes en condiciones de relativa baja actividad de agua (Aw), siendo la Aw

minima para el desarrollo y produccion de toxinas de 0,75 y de 0,83 respectivamente.

Las condiciones Optimas para su maxima produccion de toxinas son temperaturas de 25 °C
y una Aw de 0,95. No obstante, ciertas estirpes de Aspergillus flavus, en sustrato como por
ejemplo el arroz, pueden crecer entre 6 y 45 °C, con una Optima de 37 °C, la maxima

produccion de micotoxinas se verificd a la temperatura de 30 °C (Hesseltine, 1976) [13,14].

Se ha reportado la presencia mundial de aflatoxinas, sobre todo en semillas de cultivos
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cuyas zonas geograficas de vegetacion se sitilan en clima tropical, donde estian reunidas las
condiciones Optimas de crecimiento de los hongos aflatoxigénicos, 80 a 90% de humedad

relativa y temperatura de 30 a 35 °C [6].

Mecanismo de accion de las aflatoxinas e impactos en la salud humana y animal

La AFB, constituye la aflatoxina con mayor toxicidad hepatica aguda (lesiones hepaticas
con edema, proliferacion biliar y necrosis) mediante su conversion en el metabolito reactivo
AFB1-8,9—epoxido, el cual se une a proteinas hepaticas formando nuevos productos
quimicos. El dafio hepdtico se evidencia por la degeneracién y cambios por necrosis
individual de hepatocitos, esteatosis mixta a gota grande y pequefia sin distribucién zonal

especifica, con congestion intraparenquimatosa y proliferacion focal de ductos biliares.

Pruebas hepaticas en sangre periférica alteradas por los trastornos mencionados son
realizadas con estudios enzimaticos de aminotransferasas, fosfatasas alcalinas, gama glutamil
transpeptidasa, bilirrubina total y directa y otras. Los trastornos hematologicos importantes se
evidencian con estudios de trombocitopenia, tiempos de coagulacion, fibrindgeno y hierro
sérico alterados por los efectos de la toxina en el organismo de los animales. También se
realizan pruebas inmunoldgicas alteradas por efecto de inmunosupresion que ejerce la toxina

(aflatoxina) en el organismo animal.

Después de la formacion de la AFBIl-epdxido pueden formarse dihidrodioles (8,9-
dihidro-8,9-dihidroxi aflatoxina B1), metabolitos de la AFB;, que se unen a proteinas
celulares mediante la formacion de bases de Schiff induciendo a dafio celular y
eventualmente a muerte celular. Es importante resaltar que la AFB1-ep6xido puede formar
aductos con los residuos de lisina de la albumina y otras proteinas celulares, cerca del 5% de

la dosis ingerida de AFB; se une a la albimina.

La AFBl-epoxido puede también reaccionar con glutation mediante un mecanismo
mediado por la glutation-s-transferasa; esta conjugacién de tipo competitivo representa el
paso de detoxificacion mas importante con respecto a otros tipos de biotransformacion en la

obtencion de metabolitos menos toxicos de AFB,.

Estudios de activacion y de detoxificacion de la AFB1-epoxido en diferentes especies
animales proveen la base para entender porque las especies varian en su sensibilidad a los

efectos toxicos y carcinogénicos inducidos por la AFB;. La respuesta diferencial depende de
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factores propios de la individualidad de cada organismo, entre ellos la absorcion a través del
tracto digestivo, la distribucion en el organismo y los mecanismos de metabolismo y
excrecion usado por las distintas especies animales. Asi, se ha encontrado variabilidad de los
impactos en la salud por aflatoxinas entre las razas humanas ocasionados por exposicion
cronica a estas toxinas, la dosis toxica (TD50, en ug kg™ peso corporal/dia) para

carcinogénesis de la AFB, para humanos es 132 [15].

En la siguiente tabla se reflejan los datos relativos a la toxicidad de las aflatoxinas mas

nocivas en orden decreciente de toxicidad (Tabla 2).

Tabla 2. Dosis letal cincuenta (DL50) de aflatoxinas (Cameén et al, 2008)

Aflatoxina DL50 (mg/kg peso vivo)
MI1(Derivado metabdlico de la B1 en 0,000
algunos animales, principalmente vacas)

B1 0,364 x 10°

Gl 0,784 x 10°
M2(Derivado metabdlico de la B2 en 1,228 x 10°

algunos animales)
B2 1,696
G2 3,450 x 10°

Toxicidad y riesgos para la salud publica

La toxicidad de las Aflatoxinas en humanos depende de varios factores: a) la
biodisponibilidad y la toxicidad de la micotoxina; b) los sinergismos entre ellas; c) la
cantidad de micotoxina ingerida diariamente en funcion de la concentracion de la micotoxina
y la cantidad de alimento ingerido; d) la continuidad o intermitencia de ingestion del alimento
contaminado; e) el peso del individuo y el estado fisiologico y de salud; f) la edad del

individuo (Gimeno, 2005) [16].

Por los factores anteriormente sefialados, los nifios y jovenes presentan mayor riesgo a la
accion de las micotoxinas, debido a que pueden no tener suficientes mecanismos bioquimicos

de detoxificacion (Gimeno, 2005) [16].
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Actualmente no se dispone de datos suficientes de los efectos de las aflatoxinas en el ser
humano, debido a la dificultad para exponerlo en forma experimental al riesgo de ingerir
alimentos que contengan la sustancia toxica. No obstante, se ha comprobado que en los paises
donde se acostumbra consumir alimentos enmohecidos con presencia de aflatoxinas, la
incidencia de cancer de higado es muy alta. Esto sucede en algunas regiones de Africa, India
y del sureste de Asia, donde el carcinoma hepatocelular es una de las causas de muerte por

cancer (Peraica ef al, 1999).

Los efectos principales que conllevan a la union de aflatoxinas a macromoléculas son la
alteracion en la sintesis de ADN, ARN y proteinas (enzimas, inmunoglobulinas). Esta
alteracion provoca la aparicion de cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial,
disgregacion temporal de los ribosomas, disminucién en la respiracion celular por
desacoplamiento en el mecanismo de fosforilacion oxidativa e interrupcion del transporte de
electrones. Ademads, produce alteracion de la glicolisis y gluconeogénesis, asi como la
disminucién de ciertas hormonas al establecerse una competencia por los receptores
especificos (la AFB; en cantidades muy baja compite con el estradiol por los receptores

localizados en el utero).

La formacion de compuestos de gran reactividad que se unen a los acidos nucleicos
especialmente al ADN mitocondrial es el responsable del poder carcinogénico de las
aflatoxinas, actian como agentes genotoxicos dando lugar a la activacion de oncogénesis y la

iniciacion de un proceso tumoral.

La primera de estas lesiones se origina tras la eliminacién de forma espontanea o la
reaparicion enzimatica de las posiciones con conjugados epoxido-N-7 guanina, dando lugar a
sitios apurinicos donde la adenina tiene una gran afinidad por insertarse en la posicion
correspondiente de la cadena opuesta del ADN. Esta reaccion puede dar lugar a una mutacion

por sustitucion de un par de bases guanina-citosina por un par timina-adenina.

La segunda lesion premutacional se produce al originarse un derivado
formamidopirimidinico resistente a los procesos de reparacion enzimatica del ADN, que
puede dar lugar a mutaciones si esta presente en la fase de replicacion del ADN (Wogan,

1992) [17].
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Clasificacion de las aflatoxinas segun su riesgo cancerigeno

El Centro Internacional de Investigacién sobre el Céancer (CIIC) de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), determind en 1998 que existen suficientes datos demostrativos
del efecto carcindgeno de mezclas naturales de aflatoxinas en el ser humano, las cuales se
clasifican por ello como carcindgeno del grupol, salvo en el caso de la aflatoxina M, que se

considera posible carcindgena para el hombre grupo 2B [18].

Tabla 3. Grado de carcinogénesis de las distintas micotoxinas (CIIC, 1998)

Producto Grado de Evidencia del Riesgo de Cancer Evaluacion Global
Hombre Animal

Aflatoxinas S S 1

Aflatoxina B1 S S

Aflatoxina B2 L

Aflatoxina G1 S

Aflatoxina G2 I

Aflatoxina M1 | S 2B

Citrinina ADS L 3

Ocratoxina A I S 2B

Patulina ADS I 3

Esterigmatocistina ADS S 2B

S: Prueba suficiente L: Prueba I: Prueba insuficiente, ADS: Ausencia de datos suficientes, Grupo 1(1): El
producto es cancerigeno para el hombre, Grupo 2A(2A): El producto es probablemente cancerigeno para el
hombre, Grupo 2B(2B): El producto es un posible cancerigeno para el hombre, Grupo 3(3): No se puede
pronunciares en cuanto al riesgo cancerigeno para el hombre.

Aflatoxina M1 (AFM,)

La AFM,; es el primer y mas importante producto conocido procedente de la
metabolizacion de la AFB, en las vacas, por lo que se la ha detectado en los productos
alimenticios procedentes del ganado vacuno. Por ello, es muy importante el control sanitario
de los animales productores de carne y de leche, asi como también de los alimentos derivados
de ellos que son de consumo masivo para evitar los efectos toxicos graves que pueden

producirse.

Actualmente atn no esta del todo claro el metabolismo de la AFM;, su activacion y

mecanismos de detoxificacion en humanos. Existen multiples estudios de evaluacion del
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riesgo asociado a la exposicion a AFM, in vitro en rata. Estos estudios han evidenciado que la
AFM, es tan hepatotoxica aguda como la AFB,, siendo ademas mutagénica, teratogénica y
carcinogénica (aunque en menor proporcion que la AFB;) atn a bajos niveles (< 1 ng/kg
p.c. /dia). Estos resultados muestran que no hay una dosis umbral por debajo de la cual no se

produzca formacion de tumores [6,18,19,20,21,22,23].

El fenémeno de mutagenicidad puede explicarse mediante la formacion de un compuesto

estable por la union con el N-7 de los residuos guanil del ADN (o ARN).

En el proceso de replicacion del ADN la guanina sufre transversion a timina, esto ocurre
en el codon 249 del gen p53 (gen implicado como punto de chequeo durante la sintesis y

reparacion del ADN), si el dafio no se repara esta misma proteina induce apoptosis.

Las aflatoxinas M1 y M2 constituyen metabolitos oxidativos de las aflatoxinas B1 y B2
ingeridas, apareciendo en la leche materna (humana y animal), orina y las heces [6,9,24]. La

estructura quimica de las AFM, es el derivado 4-hidroxi de la aflatoxina B1 (Figura 3).

Figura 3. Biotransformacion de la aflatoxina B1 en aflatoxina M1 (Soriano del Castillo,

2007)

La metabolizacion de AFB, que ocurre en el higado es realizado por el citocromo P450 de

los hepatocitos.

La aflatoxina M1 tiene una masa molecular relativa de 328 Da y su féormula molecular es
C7H,O; (Figura 2). La existencia de un nucleo bifurano confiere a las moléculas de

aflatoxina una gran rigidez lo que favorece la interaccion con algunos componentes celulares.

En vacas lecheras, el paso de aflatoxina Bl a la leche en forma de aflatoxina M1 esta

relacionado de manera lineal con la produccion de leche y se calcula que el porcentaje de
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aflatoxina B1 de la dieta excretada en la leche en forma de aflatoxina M1 corresponde al 0,09

- 2% de la dosis consumida.

Para otros autores (Veldman et al, 1992; Pettersson et al, 1989), en funcioén de estudios
realizados con vacas de alta produccion de leche encontraron tasas de conversion de AFB, a
AFM, del orden de 2,6 a 6,2%. Para dichas investigaciones la relaciéon aumenta a medida que
se incrementa la produccion de leche; analizando todos los datos de los distintos estudios,
daria un incremento del 0,1% por cada kg de leche obtenida. También determinaron que para

vacas de mas de 25 kg de leche / dia la tasa de conversion fue de (2,66 £ 1,24)% [25,26].

La mayor tasa de excrecion observada en vacas de alto rendimiento lechero podria estar
relacionado con la mayor permeabilidad en las membranas plasmaticas de los alveolos
secretores de leche (Veldman et al, 1992); por otra parte, explicaria también de esta manera el

mayor incremento de la excrecion de AFM, en leche de vacas con mastitis [25].

Las vacas pueden biotransformar AFB, en AFM;, dentro de las 12 — 24 horas posteriores a
la ingestion del alimento contaminado, incluso a las 6 horas ya pueden aparecer residuos de

AFM, en la leche (Gimeno, 2005).

La presencia de AFM, en leche es transitoria, alcanzando un méaximo a los dos dias del
consumo del alimento contaminado y desapareciendo después de 4 a 5 dias de retirado el

alimento (Dragacci et al, 2001) [27].

Las tasas de biotransformacion de AFB; en AFM, pueden variar segun la raza de la vaca,
la concentracion de AFB, en la racion, la cantidad y duracion del consumo del alimento

contaminado y el estado de salud del animal (Gimeno, 2005).

La incidencia de aflatoxinas totales y de la AFM; en América Latina varia seglin el

alimento, pais y concentracion observada (Tabla 4).

Tabla 4. Incidencia de aflatoxinas totales y de la AFM;, en alimentos en América Latina

. , Incidencia . Concentracion .
Alimentos Pais 10 ' Aflatoxinas 1 T Referencia
(%) (ug kg™)
Maiz México 56,00 Totales 0,00 [28]
Maiz Argentina 8,23-15,52 Totales 9,72-15,52 [29]
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Maiz Pert 82,00 Totales 4,20 [30]

Maiz México 33,10 Totales 1,00-18,00 [31]
Leche Colombia 20,00 M1 15,60 [32]
Queso Colombia 67,00 Ml 240,00 [33]
Maiz, cereal, Colombia 8,90 Totales 12,60 [34]

arroz, semillas y
snacks y cereales
para el desayuno.

Maiz Guatemala 28,57 Totales 0,00 [35]

Las lesiones de las aflatoxinas AFM, sobre los organismos vivos son evidentes, y son
consideradas como un biomarcador de exposicion a aflatoxina B1 (AFB,). Esta aflatoxina ha
sido clasificada por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) como

cancerigeno grupo 2B para el hombre.

El riesgo de padecer cancer de higado es directamente proporcional a la exposicion por
consumo de leche contaminada con aflatoxina M1 (peligro). Por ello, la probabilidad de
adquirir esta enfermedad varia segin el nivel de consumo de leche en diferentes paises del

mundo.

La produccién, comercializacion y consumo mundial de leche muestra un incremento
sostenido en los ultimos afos, principalmente en los paises en desarrollo (FAO, 2018) (Tabla

5).

Tabla 5. Mercado mundial y consumo de leche en paises desarrollados y en desarrollo

(FAO, 2018).

BALANCE MUNDIAL 2015 2016 2017 Variacion (%)
2017/ 2016

Produccion total de leche 278.00 279.40 284.00 1.65

(millones de toneladas de leche

equivalente)

Comercio total de leche 30.60 30.70 31.20 2.00

(millones de toneladas de leche

equivalente)

INDICADORES DE OFERTAY DEMANDA
Consumo humano per capita de alimentos:

Pégina 19



Mundial (kg/ afio) 111.50 111.10 111.40 0.30
Participacion del comercioenla 11.00 11.00 11.00 0.00
produccion (%)

Actualmente 6.000 millones de personas consumen leche y productos lacteos en el

mundo, la mayoria de ellas correspondientes a los paises en desarrollo.

El consumo de leche (kg leche equiv/hab./afio) varia segin el pais considerado, siendo
elevado (mayor a 150 kg/afio) en América del Norte, Argentina (> 200 kg/hab./afo),
Armenia, Australia, Costa Rica, Europa, Israel, Kirguistdn y Pakistan; medio (30 a 150
kg/ano) en India, Japon, Kenia, México, Mongolia, Nueva Zelandia, la Republica Islamica de
Irdn, Africa septentrional y meridional, la mayoria del Oriente Proximo y la mayor parte de
América Latina y el Caribe; bajo (menor que 30 kg/afio) en China, Etiopia, la mayoria de
Africa central y la mayor parte de Asia oriental y sudoriental. En Asia meridional, se prevé

que el consumo de leche y productos lacteos aumente en un 125 % para 2030 (FAO, 2018).

Considerando la evolucion por tipo de leche, se ha observado una tendencia creciente de
produccion de la leche UHT (Ultra High Temperature), la cual presentd un crecimiento

promedio de un 10% en el periodo 2013-2014 (MGAP-DIEA, 2017).

Actualmente la lecheria argentina lidera el crecimiento mundial de la produccion lactea, y
es uno de los paises clasificado dentro del grupo de consumo elevado de leche per capita, en

consecuencia, de alto riesgo toxicologico para la salud de los consumidores.

La leche, composicion e importancia como alimento

Segun el Codigo Alimentario Argentino (CAA) “Se denomina Leche al producto obtenido
por el ordefio total e ininterrumpido, en condiciones de higiene, de la vaca lechera en buen
estado de salud y alimentacién, proveniente de tambos inscriptos y habilitados por la
Autoridad Sanitaria Bromatoldgica Jurisdiccional y sin aditivos de ninguna especie. La leche
proveniente de otros animales, deberd denominarse con el nombre de la especie productora”

[36].

La leche y sus derivados son alimentos especialmente ricos en proteinas y calcio de facil
asimilacion, nutrientes muy importantes en la etapa de crecimiento y desarrollo, y también

para el mantenimiento de la masa 6sea y muscular del ser humano.
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La importancia alimenticia de la leche radica en su composicion fisicoquimica, en la
calidad de sus proteinas y carbohidratos, su contenido de calcio, vitaminas Al, Bl y B2, su
alta digestibilidad y su alto aporte nutritivo y energético. La leche debe ser de alta calidad
microbiologica, carente de microorganismos patogenos. Por lo tanto, la presencia de
elementos fisicos, quimicos y bioldgicos, como los microorganismos patdogenos exogenos
pueden alterar su composicion fisicoquimica provocando una disminucion de la calidad

exigible.

Presencia de aflatoxina M1 en leche

La aflatoxina M1 pasa a los humanos a través de la leche de animales contaminados [4], y
debido a que la exposicion humana no puede evitarse completamente, el riesgo para la salud

del ser humano depende de los limites que se establezcan (Tabla 6).

Limites de aflatoxina M1 en leche. Legislacion

La presencia de AFM, esté estrictamente regulada por diversas agencias internacionales.
En la Union Europea el limite para leches destinadas al consumo humano es 0,05 ug/L (ppb),
mientras que la FDA y el MERCOSUR (basado fundamentalmente en el Articulo 556 del
Codigo Alimentario Argentino -Res. Conj. SPRyRS 33/2006 y SAGPyA 563/2006,
13/09/2006) permiten hasta 0,5 ug/L (ppb) para leche fluida y hasta 5 ug/L para leche en
polvo. Desconociéndose normativas referidas a quesos y otros productos lacteos. Igualmente,
este limite varia entre naciones (Van Egmond, 1989, FAO 2001, Mercosur/ GMC/Res. N°
25/02) [16,20,37,38,39,40].

Tabla 6. Limites maximos admisibles de concentracion de aflatoxina M, en leche

(Mercosur/ GMC/Res. N° 25/02)

Alimento Aflatoxina Limite
Leche fluida M1 0,5 ng/L
Leche en polvo Ml 5,0 ng/kg

En Argentina existe un subregistro del nimero de intoxicaciones por la Aflatoxina AFM,
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no observandose su presencia en las estadisticas oficiales del Ministerio de Salud, entidad
encargada de este reporte [41]. Esta falta de registros hace suponer que la tasa de riesgo sea
superior a la indicada, agravando aun mas esta problematica. Una fuente util para obtener
datos acerca de la epidemiologia de esta problematica, lo constituyen las estadisticas
registradas en los hospitales de nifios, entre los cuales se menciona al Hospital de Nifos de la
Santisima Trinidad de Cordoba, el cual no dispone de un registro detallado de casos de
aflatoxicosis debido a que carece de los medios necesarios para determinar la identidad y

concentracion de AFM, (Llebeili, 2018, comunicacion personal).

La falta de deteccion, identificacion y de informacion de esta sustancia toxica en los
alimentos representa un riesgo significativo para la salud humana. Esta situacién torna
necesario reducir este riesgo generando conocimiento para desarrollar estrategias de control
por parte de las empresas que suministran estos alimentos, al igual que un control estricto por

parte de las autoridades sanitarias, en particular en el proceso de envasado de la leche.
Control y prevencion de contaminacion por aflatoxina

La trazabilidad o rastreabilidad puede definirse como la posibilidad de encontrar y seguir el
rastro, a través de todas las etapas de la produccion, transformacion y distribucion de un
alimento, un pienso, un animal destinado a la produccion de alimentos o sustancias destinadas
a ser incorporadas a los alimentos o con posibilidad de serlo, es lo que se conoce como la ruta
“desde la granja a la mesa”. Béasicamente, la trazabilidad contribuye fuertemente al éxito de

tres elementos [42]:

1) Buenas practicas agricolas: referido a todos los procedimientos que se realizan en el
campo y durante la cosecha con el fin de prevenir o evitar la contaminacion o el desarrollo de

hongos que producen las toxinas.

2) Buenas practicas de almacenamiento y manufactura: son todas las etapas de
empaquetamiento, almacenamiento, transporte e industrializaciéon donde se debe controlar
variables como: humedad (menor al 12%), contenido de agua en el alimento (menor a 0,7),
temperatura (20-22°C), y una adecuada ventilaciéon con aire frio y hiimedo para evitar el

crecimiento de hongos toxigénicos y la posible produccion de micotoxinas.

3) Sistema de analisis de peligros y puntos criticos de control (HACCP: Hazard analysis

and critical control points). Este sistema permite tener dominio completo del proceso
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productivo [43].

Dentro de las medidas que se pueden llevar a cabo en el campo para prevenir la

produccion de aflatoxinas, se pueden mencionar [44]:
Durante la siembra

* Limpieza del terreno de siembra para el nuevo cultivo destruyendo o eliminando los
frutos y semillas (maiz, mani y otros) de especies susceptibles de acumular

aflatoxinas.

* Hacer estudios de suelo para solo usar la cantidad necesaria de fertilizantes,

herbicidas e insecticidas.
* Uso de semillas resistentes a variedades de hongos micotoxigénicos.
* Evitar una alta densidad de siembra.
* [Establecer una adecuada rotacion de cultivos.
Durante la etapa de recoleccion

. Recolectar los cultivos cuando estén completamente maduros, para evitar dejar que el

cultivo en plena madurez se exponga a condiciones extremas de calor y lluvias.

. Realizar un secado postcosecha, evitar apilamiento de productos humedos, con lo que

se fomentaria el crecimiento de hongos y posteriormente la produccion de aflatoxinas.
. Proteger contra la lluvia durante el secado al sol.
Durante el almacenamiento y transporte

. Tomar las medidas adecuadas de saneamiento (desinfeccion y desinsectacion) en las

estructuras de almacenamiento y transporte.

. Proteccion de la lluvia y contacto con el agua.
. Impedir el acceso a insectos, roedores y aves.
. Cuando se almacena en bolsas, ubicarlas encima de estibas o introducir un medio de

aislamiento impermeable entre las bolsas y el suelo.

. Asegurarse de que los cultivos que hayan de almacenarse estén libres de mohos e
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insectos y que se sequen hasta alcanzar niveles de humedad seguros. Lo ideal seria que los
cultivos se secaran hasta llegar a tener un contenido de humedad en equilibrio con una

humedad relativa del 70%).

. Procurar una ventilacion constante para asegurar el mantenimiento de las condiciones

de aireacion y temperatura.

. Utilizar conservantes como el acido propidnico (4cido organico), en dosis que
garanticen la inhibicién del hongo, pero que no sobrepasen los niveles permitidos en la

comercializacidon nacional e internacional.

Descontaminacion y detoxificacion

La descontaminacion se refiere a los métodos por los cuales las micotoxinas son
eliminadas o neutralizadas de los alimentos, mientras que la detoxificaciéon son los
procedimientos para reducir las propiedades toxicas de las micotoxinas. El método de
descontaminacion o detoxificacion ideal debe ser facil de usar, econdmico, no formar
compuestos mas toxicos que la micotoxina original y no alterar las propiedades nutricionales
ni organolépticas de los alimentos. Existen diferentes métodos de descontaminacion fisicos,

quimicos y biologicos aunque se suele usar combinaciones entre ellos [6].

Meétodos fisicos de descontaminacion y detoxificacion

Estos métodos incluyen: extraccion con solventes, adsorcidon, inactivacion por calor e
irradiacion.
Extraccion: se ha utilizado este método para remover aflatoxinas en semillas oleaginosas,
como mani y semillas de algodén. Estas semillas solo pueden ser usadas para alimentacion
animal. Los solventes usados incluyen etanol al 95%, acetona acuosa al 90%, isopropanol al
80%, hexano-metanol, metanol-agua, acetonitriloagua, hexano-etanol-agua y acetona-
hexanoagua. La proporcion solvente/muestra ha mostrado ser crucial para la recuperacion de
la toxina. La extraccion con solventes puede remover trazas de aflatoxinas con formacion de
subproductos toxicos o reduccion del contenido de proteinas y calidad, sin embargo, su
aplicacién a gran escala es limitada por los altos costos y problemas relacionados con la

disposicion de residuos toxicos [45].
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Adsorcion: los agentes adsorbentes son aquellos que tienen la capacidad de quelar las
micotoxinas, reduciendo su disponibilidad. Estos agentes se unen a las micotoxinas que se
encuentran en las premezclas de las dietas de los animales, formando con las toxinas en el
tracto gastrointestinal complejos insolubles incapaces de atravesar el epitelio de los intestinos
siendo en consecuencia eliminados en las heces y evitando su disociacion en el tracto
digestivo del animal. De manera general, los agentes adsorbentes se clasifican como
adsorbentes minerales (arcillas, carbon activado, tierra de diatomeas) y adsorbentes organicos
(fibras de plantas, extractos de paredes celulares de levadura y bacterias) [46]. Actualmente,
se estan realizando varios estudios sobre el uso de arcillas para disminuir la amenaza de la
aflatoxina. Un estudio propone que la arcilla de esmectita sea administrada a alimentos
contaminados para actuar como un agente de union. La arcilla se une con moléculas de AFB,,
blindando su absorciéon en el sistema digestivo cuando se consume alimento con esta

aflatoxina [47].

Calor: las aflatoxinas precisan temperaturas altas de descomposicion que oscilan entre 237°C
y 306°C. El uso de calor para inactivar las aflatoxinas en alimentos contaminados puede
afectar las cualidades organolépticas y nutricionales de los mismos. Es importante considerar
en estos tratamientos, no solo la temperatura, sino el tiempo de exposicidon, ya que esta
variable puede conllevar una mayor efectividad en el proceso de descontaminacion de

AFM,[6] (Tabla 7 y 8).

Tabla 7. Reduccion de AFM; en leche por pasteurizacion y esterilizacion [48]

Tratamiento Contaminacion® Reduccion (%)
62°C, 30 min N 32

62°C, 30 min A 0

62°C, 30 min A 35

71°C, 40 s A 29

71°C, 40 min N 6-13
72°C,45 s N 45
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74°C, 30 min
75°C, 40 s
77°C, 16 s
80°C, 45 s
120°C, 15 min

120°C, 15 min

Pasteurizacion

40

12

64

24

24
24

®N, natural; A, artificial.

Tabla 8. Reduccion de AFM; en alimentos por pasteurizacion y esterilizacion [47]

Tratamiento Alimento Aflatoxina Nivel inicial Destruccion Contaminacién®
(ngkg) (%)
Asado: 204°C Mani B1-G1 253-186 53-41 N
Asado: 204°C Mani B1-G1 346-286 41-51 N
Asado: 121°C, 30 min Mani B1-Gl1 2200-4100 84-85 A
Asado: 121°C, 30 min Mani B1-G1 90-150 73-76 A
Asado: 204°C, 5 min Mani B1-G1 90-150 69-64 A
Asado: 204°C, 5 min Mani B1-G1 2200-4100 69-64 A
Asado: 150°C, 30 min Mani B1 370 48 N
Asado: 150°C, 30 min Mani B1 317 47 A
Autoclave: 116°C, 0,7
bar, 30 min, en Mani Total® 5012-19992 80-100 A
salmuera 5% NaCl
) ) 100

Calentamiento: 200°C, Aceite de

) . Bl 25 A
20 min oliva
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Calentamiento: 250°C, Aceite de
10 min oliva

Extrusion: 105°C Maiz Total 500 40-70 N

Bl 100 65 A

"N, natural; A, artificial. °B1 + G1 + B2 + G2.

Irradiacion: esta herramienta es una de las ultimas técnicas fisicas empleadas, sin embargo
no consigue eliminar las micotoxinas y evitar su mutagenicidad [6]. Las aflatoxinas son
sensibles a los rayos UV., la AFB, absorbe luz UV a 222, 265 y 362 nm, lo cual puede llevar
a la formacion de mas de 12 productos de fotodegradacion que son menos toxicos. Hay
ejemplos de alimentos tratados con este método como aceite de mani, leche e higos secos
[48]. El uso de radiaciéon gamma para inactivar aflatoxinas fue investigada por Rustom
(1997), el cual report6 que la toxicidad de una harina de mani contaminada con AFB, fue
reducida entre un 75 y 100% después de la radiacion con rayos gamma a una dosis de 1 a 10
kGy, respectivamente. La presencia de agua juega un importante papel en la destruccion de
aflatoxina por rayos gamma, ya que la radiolisis del agua lleva a la formacion de radicales
libres altamente reactivos. Estos radicales libres pueden atacar la AFB;, en el anillo furano

terminal, resultando en productos de baja actividad biologica [48].
Métodos quimicos

Los estudios quimicos han demostrado que los alimentos contaminados por aflatoxinas
pueden ser detoxificados mediante el uso de sales inorgdnicas y 4cidos organicos,

amonificacion y el uso de los agentes aglutinantes de la AFB, [49].

. Sales organicas y acidos organicos: Shekhar et al, (2009) mostraron la eficacia de
seis productos quimicos en la degradacion de los niveles de aflatoxina en maiz almacenado.
Estos productos quimicos son no toxicos y seguros para su uso en alimentos e incluyen
carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, carbonato de potasio, carbonato de amonio, acido
acético y propionato de sodio [50]. Otro trabajo de investigacion mostré los efectos del 4acido
citrico en la detoxificacion de arroz contaminado con aflatoxinas. Los investigadores
mostraron que al aplicar acido citrico al arroz con bajos niveles de aflatoxinas (< 30 pg kg™),
¢éstas eran completamente degradadas. En el arroz que contenia altos niveles de aflatoxinas (>

30 pg kg™, un 97,22% de las aflatoxinas eran degradadas [51].

. Amonificacion: actualmente es la técnica mas econdmica utilizada para
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descontaminacion. Esta técnica consiste en afiadir el amoniaco en forma gaseosa a los
cultivos en un 4rea sellada durante 1 a 2 semanas. En un estudio sobre maiz contaminado
artificialmente, la técnica de amonificacion permitié eliminar 90% de aflatoxinas [52]. Esta
practica permite que los productos anteriormente inseguros para consumo, sean seguros para
el consumo animal al permitir disminuir los niveles de aflatoxinas a un nivel menor. Estudios
realizados con pollos de engorde alimentados con maiz contaminado con aflatoxinas,
mostraron después de 6 semanas un aumento significativo en la tasa de mortalidad, en
comparacion con otro grupo alimentado con maiz contaminado con aflatoxinas que habia

sido tratado con amoniaco.

Los resultados también mostraron que la ingesta dietética, el aumento de peso y la tasa de
conversion alimenticia fue suprimida en los pollos del primer grupo, mientras que los del

grupo 2 mostraron un crecimiento normal [53].

. Nixtamalizacion: la nixtamalizacion o hidrdlisis alcalina es un proceso precolombino
de tratamiento del maiz para la obtencion de una masa que se emplea en la fabricacion de las
tradicionales tortillas mexicanas. Numerosos estudios han informado que el uso del proceso
de la nixtamalizacion permiti6 reducir entre 75 al 90% del contenido de aflatoxinas del grano.
Un estudio realizado en México por Anguiano-Ruvalcaba ef al. (2007) mostraron que la
nixtamalizacion tradicional destruye 95% de la aflatoxina presente en maiz contaminado de
manera natural. Ademas reportaron que el proceso es capaz de destruir el aflatoxicol, un
compuesto reducido de la AFB; que se produce por la accion de una reductasa aislada de
organismos superiores, pero que también surge de cepas toxigénicas de A. flavus y otros
microorganismos [54]. Sin embargo, se ha sugerido que la detoxificacion por nixtamalizacion
parece no ser muy efectiva como se pensaba. Esto es debido a que un alto porcentaje del
contenido original de aflatoxinas se revierte a su forma original fluorescente en el medio
acido (similar al que ocurre durante la digestion), con el consecuente riesgo que esto implica

para la salud humana [55].

. Ozonizacion: el ozono (O;) reacciona a través de los doble enlaces 8,9 del anillo de
furano de aflatoxinas a través de ataque electrofilico, causando la formaciéon de ozoénidos
primarios seguido por transposicion en derivados de monozonido tales como aldehidos,
cetonas y 4acidos organicos. Un estudio realizado en Turquia mostré que la reduccion del

contenido de AFB; en los pimientos rojos fue del 80% y el 93% después de la exposicion a
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33mg L'y 66 mg L' de 0zono durante 60 min, respectivamente [56].
Meétodos biologicos

Actualmente existen tres ramas crecientes de investigacion en los métodos biologicos: el
uso de agentes bioldgicos de control, de enzimas biotransformadoras y de plantas

modificadas genéticamente [6].

El uso de métodos biologicos requiere utilizar hongos u otros microorganismos antagdnicos
que inhiben el crecimiento de hongos micotoxigénicos y por tanto la presencia de la
micotoxina en el producto elaborado. El uso de cepas fiingicas no aflatoxigénicas de A. flavus
y A. parasiticus compite con las cepas micotoxigénicas produciendo una reduccion en la
contaminacion por aflatoxinas cercana al 99% cuando es aplicado en mani. La aplicacion de
microorganismos como Flavobacterium aurantiacum, que degradan ciertas micotoxinas, ha
resultado eficiente para la degradacion de AFB, en aceites vegetales, maiz, mani y derivados.
También se ha observado que la aplicacion de mezclas probidticas como Lactobacillus y
Propionibacterium reduce la biodisponibilidad de la aflatoxina en la dieta [6]. Alberts et al.
(2006) investigaron la degradacion de la AFB, por Rhodococcus erythropolis y encontraron
que este degrad6 efectivamente esta micotoxina mediante extractos celulares en cultivos
liquidos, indicando que la degradacion es enzimatica y que las enzimas responsables son
extracelulares y producidas constitutivamente. Ademas, la degradacion coincidié con la

pérdida de la mutagenicidad de la AFB, [57].

El empleo de enzimas biotransformadoras puede modificar la micotoxina en compuestos
menos toxicos o no tdxicos respecto a la micotoxina original, para eliminarlos por la orina o
las heces, o bien pueden ser aplicados a la materia prima para reducirla in situ. Este caso
puede tener relacion con una enzima sintetizada por F. aurantiacum y que podria ser la

responsable de la reduccion de la AFB, [6].

El uso de plantas para control biolodgico, extractos acuosos obtenidos a partir de semillas
y hojas de varias plantas medicinales, fueron evaluadas por su habilidad para detoxificar la
AFG;. Se encontré que la degradacion de las aflatoxinas B1, G1, B2 y G2 por los extractos
de Trachyspermum ammi, planta medicinal perteneciente a la familia apiaceae, vario entre 46
y 65% en un intervalo de 6 a 24 h de incubacidn. Estos resultados permitieron concluir que el

uso de extractos biologicos de 7. ammi constituye un método bioldgicamente seguro para
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proteger a los alimentos de las aves de corral o ganado y otros productos agricolas de la

contaminacion por las aflatoxinas [58].

El uso de las técnicas citadas previamente permite concluir que el suministro de alimentos
de calidad, con un adecuado plan sanitario y de vigilancia epidemioldgica, con protocolos de
trabajo estructurados bajo esquemas de la Medicina Veterinaria Preventiva (MVP) y las més
recientes normas de bioseguridad y biocontencion, posibilitaran obtener animales sanos a un
menor costo en relacion a lo erogado en el control de la enfermedad. Ademas, la utilizacion
de antibioticos, suplementos vitaminicos, minerales, reconstituyentes y hormonales poseen el
consiguiente riesgo para la salud debido a que sus residuos pasan a la carne y leche de

consumo humano.

Gestion de la Calidad e Inocuidad de la industria lactea

Actualmente la gestion de calidad constituye una cultura, una estrategia, un estilo de
gerencia de la empresa. Supone la planificacion, fijacion de objetivos, coordinacion,
formacion y adaptacion de toda la organizacion involucrada. Genera un impacto estratégico y
otorga una ventaja competitiva a las empresas que lo implementan. En este marco, la calidad
se refiere al conjunto de propiedades y caracteristicas de un producto o servicio que le

confieren su aptitud para satisfacer unas necesidades explicitas o implicitas.

La Gestion de la calidad comprende el conjunto de actividades mediante las que la
organizacion determina la politica de calidad, los objetivos y las responsabilidades, provee
los recursos y, determina los estandares de calidad que la empresa aplica. Pretende satisfacer

las expectativas del cliente y del personal. Aspira a la mejora continua de la organizacion.

La gestion de calidad en sus diferentes niveles incluye las siguientes actividades y

herramientas:

- Las Politicas de Calidad, que presentan los rasgos generales, reflejan el compromiso de
la organizacion en su conjunto frente al sistema de garantia de calidad integral y sirven para

la definicion de los objetivos.

- Los Procedimientos de Garantia de Calidad o de Operacion Estandar (SOP), que
contienen lineamientos mas especificos y describen como se implementan los diversos

procesos de la organizacion.
- Los Instructivos de trabajo, que contienen una serie de directivas que indican como se
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deben llevar adelante las actividades en cada area o sector.

- Los Registros de Calidad, en los cuales se deben compilar todos los datos que

evidencian que la implementacion del sistema de calidad se llevo a cabo segun lo prescrito.
- La competencia y formacion continua de los recursos humanos.
- La validacion, calibracion y mantenimiento del equipamiento.
- La seleccion, validacion y evaluacion de los métodos analiticos.
- El uso de materiales de referencia certificados.
- Las practicas de control de calidad interno y externo.

- La ejecucion de auditorias internas, como herramienta de evaluacion y mejora del

sistema implementado.

- La revision por la direccion.

Normas establecidas para la gestion de la calidad

Los sistemas de aseguramiento de la calidad estan basados en normas internacionales. Se
entiende por norma a un documento consensuado que contiene especificaciones técnicas y
criterios que deben ser utilizados como reglas o definiciones de caracteristicas para asegurar
que los materiales, productos, procesos o servicios cumplan los requerimientos especificados.
Las normas deben estar aprobadas por un organismo de normalizacion y marcan pautas para
la fabricacion de productos, la realizacion de procesos, el desarrollo de servicios, la
proteccion de la salud y el medio ambiente, y la facilitacion de la cooperacion tecnologica.

Estas normas son de aplicacion voluntaria.

BPM y la Norma IRAM NM-323:2010

Las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) son una serie de practicas y procedimientos
que se encuentran incluidos en el Codigo Alimentario Argentino desde el afio 1997, por lo
que son obligatorias para los establecimientos que comercializan sus productos alimenticios
en el pais y constituyen una herramienta clave para lograr la inocuidad de los alimentos de

consumo humano [59].

La Norma IRAM NM-323:2010 [59], de aplicacion voluntaria, establece los requisitos

que debe cumplir un sistema de andlisis de peligros y puntos criticos de control. La
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implementacion de ese sistema puede ser empleada por cualquier organizacion dentro de la
cadena alimentaria para demostrar su capacidad de elaborar alimentos inocuos y para la
evaluacion o verificacion de esa capacidad. Esta Norma se fundamenta en la aplicacion del
sistema Hazard para la identificacion de peligros especificos, la evaluacion de los mismos y
en la toma de medidas necesarias que garanticen la inocuidad de los alimentos. El sistema
HACCP, se podra adaptar de acuerdo a cambios que surjan en el disefio del equipo, los
procedimientos de elaboracion o la tecnologia de la industria. La aplicacion del sistema
HACCP posee las ventajas de facilitar la inspeccion por parte de las autoridades de
reglamentacion y promover el comercio a nivel internacional al aumentar la confianza en la

inocuidad de los alimentos de una empresa con certificacion HACCP [60].

Contaminacion en el proceso de envasado industrial de la leche

El envasado constituye una etapa fundamental en el proceso industrial que impacta en la
calidad e inocuidad de la leche. Esta etapa representa una de las operaciones donde el riesgo
de contaminacion alimentaria por un entorno contaminado con AFM;, podria incorporarse al
alimento debido a que la operacion de llenado puede variar segin la magnitud de la industria
lactea [61]. Por ello, es importante mantener las condiciones asépticas en esta etapa del
proceso, y un modo de hacerlo es utilizando equipos herméticos con sistemas de llenado en
condiciones estériles, capaces de realizar la esterilizacion del empaque antes del llenado,
mediante el uso de Perdxido de Hidrogeno. Esta sustancia es removida posteriormente

mediante una corriente de aire caliente.

El envase, tiene la finalidad de contener, proteger y conservar el alimento, ademds de
servir para informar al consumidor, facilitar la venta y su empleo. En nuestro pais se utilizan
tres tipos de envases: bolsas asépticas de polietileno, envases plésticos rigidos o flexibles y
envases Tetra Pak, siendo este ultimo el mas destacado por favorecer las condiciones de

inocuidad.

Envase Tetra Pak:

Este envase se fabrica utilizando un rollo de cartéon laminado que se coloca en maquinas
exclusivas para este empaque. Estd conformado por seis capas de los siguientes materiales

que cumplen funciones especificas [62]. Desde la capa mas externa hacia la mas interna son:
» Polietileno: brinda proteccion contra la humedad exterior.
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Carton: aporta resistencia y es donde se imprime la informacion referida al producto

como: nombre de la firma, dibujos, etcétera, haciendo las veces de etiqueta.
Polietileno: Sirve de adherencia entre la capa de carton y la siguiente capa (aluminio).
Aluminio: Es barrera contra la luz, oxigeno y agentes contaminantes externos.
Polietileno: Evita que el aluminio este en contacto directo con el producto.

Polietileno: refuerza la proteccion del aluminio con el producto.

Las ventajas de este tipo de envase son: mantener la vida 1til del producto, asegurar la

inocuidad de la leche y, por lo tanto, disminuir el riesgo para la seguridad y la salud del

consumidor derivado del consumo de leche contaminada con AFM,. Entre las desventajas

podemos mencionar: alto costo de inversion, ya que precisa una tecnologia bastante completa

que incluye procesos de: envasado, llenado y encartonado, ademas del costo que también es

elevado.
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Gestion de Calidad e Inocuidad en la industria lactea de Cordoba

La provincia de Cordoba es una de las dos mayores productora de alimentos lacteos de
Argentina, siendo la region de Villa Maria la mayor cuenca lactea del pais. La industria
instalada se encuentra dividida de acuerdo a su capacidad de produccion en litros por dia,
observandose industrias de alta, mediana y baja capacidad de produccion diaria y anual. Otros
pardmetros que permiten diferenciar a la industria lactea son su capacidad de innovacion, de
adquisicion de nuevas tecnologias y de gestion integral, entre ellas en relacion a calidad e
inocuidad en la cadena de elaboracién. Considerando estos ultimos parametros, es preciso
poder establecer similitudes y diferencias entre empresas de gran capacidad de produccion y
comercializacion con aquellas con menor produccion diaria y baja insercion en el mercado.
Entre las primeras se destacan la empresa SanCor y entre las ultimas se podrian mencionar
pequefias cooperativas; emprendimientos o plantas piloto de colegios secundarios y

universidades.

La empresa SanCor es la sexta empresa lactea mas importante del pais, produciendo mas de
920.000 L de leche/dia. La red comercial de SanCor es amplia, abasteciendo los centros de
expendio diseminados en todo el pais. Esta empresa desarrolla también una gestion de ventas
a nivel internacional comercializando sus productos en mas de 30 paises de los cinco
continentes. Ademads, esta cooperativa posee distribuidores exclusivos en los principales
paises de la region (Paraguay, Chile, Bolivia, Pert, Bolivia y Uruguay), y filiales en Brasil
(SanCor do Brasil Productos Alimenticios), Estados Unidos (SanCor Dairy Corporation),

delegaciones en México y otros paises de Latinoamérica [63].

La Planta Piloto ESIL [64] es una planta piloto de leche, que si bien no es un modelo
exacto de empresa tradicional privada chica, retine en si todas las caracteristicas de la misma.
Posee una produccion a baja escala, autosostenible, rentable y con constante innovacion. La
planta esta localizada en Villa Maria, Cordoba, procesando en la actualidad un volumen anual
de 170.000 L de leche de excelente calidad proveniente de tambos de la region,
comercializando leche, yogures, quesos, dulce de leche y helados. Esta empresa constituye un
importante emprendimiento universitario, el cual se cred con el fin de formar a profesionales
de la Escuela Superior Integral de Lecheria ESIL y promover la investigacion y el desarrollo

del sector.
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El andlisis de uno de los puntos criticos de contaminacion considerando parametros de
condiciones higiénicas-sanitarias durante el proceso de envasado de leche es posible
utilizando como marco de referencia la Norma Mercosur IRAM-NM 323 que se aplica en

Argentina.

Este analisis presenta dos enfoques, uno de ellos referido a la implementacion de
normativas de inocuidad en la industria lactea, y un segundo enfoque, relacionado con la
eleccion del tipo de envasado de la leche para mejorar las condiciones de higiene del
producto final. Por ello, es importante citar que la norma IRAM-NM 323 (2010) indica que la
alta direccion empresarial debe revisar la eficacia del sistema HACCP seglin intervalos
definidos, de acuerdo con la etapa de verificacion. Deben realizar también verificaciones
internas periddicas (auditorias, inspecciones u otro tipo de verificacion interna) para asegurar
que el sistema de seguimiento y los planes de acciones correctivas estan siendo aplicados de

acuerdo a los procedimientos establecidos [59].

La empresa SanCor, a pesar de los ultimos desajustes financieros, cumple estas normas
permitiéndoles su insercion a nivel nacional e internacional. Esta empresa ha incorporado en
los ultimos afios las nuevas tecnologias Tetra Pak y Tetra Top. Estas tecnologias favorecen las
condiciones de inocuidad, permitiendo mayor conservacion, facilidad para abrir y servir,
impedir el derrame de su contenido, facilitar su uso y conservar mejor todo el sabor y la

calidad de la leche gracias a su tapon de rosca hermético (Figura 4).

Figura 4: Nuevo formato de envases de las Leches Sancor.
FOF

-

Los emprendimientos de menor envergadura, no tienden a considerar entre sus objetivos a
las auditorias externas. Esto constituiria un aspecto a considerar si estas plantas decidieran

aumentar su volumen de ventas o quisieran expandir su produccion al mercado internacional.
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Ademas, la implementacion de tecnologia en el packaging implica altos costos de inversion

que se justifican si se compensan con un aumento de la insercion del producto en el mercado.

Considerando los aspectos microbioldgicos, la norma IRAM 323:2010 [59] establece la
verificacion regular de los resultados de los ensayos microbioldgicos, muestras de productos

intermedios y finales, y si correspondiera, de las materias primas.

Para asegurar el cumplimiento de la norma IRAM en relacion a los aspectos
microbiologicos, se debe garantizar la calidad higiénico-sanitaria de las maquinas
fraccionadoras de leche. Esto se lleva a cabo efectuando un hisopado de los dosificadores con
el objetivo de determinar si el lavado de la maquina realizado cada 36 horas, fue completo o
incompleto. Por otro lado, la calidad higiénico-sanitaria también involucra un control
ambiental de las maquinas. Dicho control generalmente es realizado una vez por semana con
el objetivo de determinar si la cantidad de hongos y levaduras que puedan llegar a
desarrollarse como consecuencia de la circulacion de aire en el interior de las maquinas, sea
menor a 10 hongos y levaduras por metro ctibico de aire. En el caso que el valor sea mayor a
10 ufc/m’, debera informarse y tomarse las medidas pertinentes para reducir la contaminacion
a valores aceptables de acuerdo a la politica integral de la planta (Mansi, 2014, comunicacion

personal).

En la etapa final de elaboracion, en cada producto terminado (ejemplo: leche entera), se
extraen 5 muestras del comienzo, 5 muestras del producto final y una muestra del pallets que
se genero a partir de los productos del medio. Se efectiia el control microbiologico de hongos
y levaduras, consistente en un pre-incubado del producto terminado cerrado, por 4 dias a
27°C; luego se extrae una muestra y se siembra en una placa de Petri durante 4 dias a 27°C y
finalmente, se realiza, el conteo de hongos y levaduras, el cual debe ser menor a 10 hongos y
levaduras por metro cubico. Es importante destacar que Sancor presenta la certificacion
HACCP, permitiéndole con este sistema de control microbiologico de las muestras, garantizar

la ausencia de cualquier tipo de contaminacion (Mansi, comunicacion personal, 2014).

Los emprendimientos de menor envergadura, también garantizan la calidad e inocuidad
microbiologica de los productos, de manera tal que la diferencia entre una grande y una
pequefia empresa, radica principalmente en el control sistematico a nivel de un analisis de

peligros y puntos criticos.

En estas pequefias cooperativas, el procedimiento de envasado es en botellas de
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Polietileno de alta densidad de manera manual utilizando jarras para volcar su contenido en
las botellas correspondientes; mientras el personal de envasado se encuentra vestido con
indumentaria blanca, barbijo, cofia y guantes [65]. Por lo tanto, los puntos criticos a tener en
cuenta en cada una de las empresas mencionadas seran diferentes. Por ejemplo, en la planta
piloto, no hay posibilidad de desprendimiento de una pieza de la maquinaria de envasado,

pero van a presentarse peligros asociados a la manipulacion manual.

Considerando los puntos criticos, la norma IRAM recomienda: “Establecer los limites
criticos y las tolerancias para cada punto critico de control: el equipo HACCP debe definir y
documentar los parametros y los limites criticos especificos para cada PCC. Los limites
criticos especificos establecidos para cada PCC deben representar un valor del pardmetro
relacionado con cada PCC. Cuando sea posible, deben adoptarse limites criticos que puedan
ser medidos rapida y facilmente. Deben documentarse las fuentes de informacion utilizadas y
los motivos para la eleccion de los limites criticos. Los criterios pueden incluir la evaluacion
visual del producto, andlisis sensorial, pesadas, medicion de temperatura, de tiempo, de nivel

de humedad, de actividad de agua y otras determinaciones”.

En relacion a esto, es importante destacar los valores de pH en el producto terminado,
debido a que su valor determina el punto final de la leche y su consiguiente aceptacion para
su comercializacion. La importancia de eleccion de este parametro se refleja en el protocolo
de Control ambiental que se aplica para el andlisis de hongos, levaduras y bacterias, debido a
que el pH presente en la leche fresca, cuyo rango va desde 6.60 a 6.80 (generalmente de
6.60), permite el crecimiento de estos microorganismos (Mansi, 2014, comunicacién

personal).

Considerando aspectos organizativos, la norma IRAM considera que la organizacion debe
establecer y mantener un procedimiento de control de la documentacion para asegurarse de

que todo el personal que la necesite, tenga acceso a la documentacion correspondiente.

Asi, la diferencia entre una empresa grande y una pequena, podria estar en la capacidad
de innovacion y de adquisicion de nuevas tecnologias, como en la implementacion del control

de los documentos y de los registros, entre ellos los registros de eventos microbioldgicos.

Una organizaciéon empresarial con mayor grado de jerarquizacion y personal puede
gestionar sus documentos a través de un sistema informatico, donde un cambio permita llegar

inmediatamente a todo el personal involucrado. Este nivel de organizacién permite que todos
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tengan conocimientos de los procedimientos y pautas a ser implementadas en la empresa,
entre otras cosas, mientras que en una empresa pequefia esas mismas tareas recaen en unas

pocas personas.

Pégina 38



Deteccion y cuantificacion de aflatoxinas: marco metodologico base para las actividades

periciales

El diagndstico de las enfermedades causadas por aflatoxinas muchas veces es dificil de
confirmar, por ello, los datos epidemioldgicos, los signos clinicos y las lesiones patologicas
pueden indicarnos solo un diagnostico presuntivo que luego con la ayuda del laboratorio se
pueden confirmar. Esta certificacion de la presencia y cuantificacion de las micotoxinas por
parte del laboratorio es lo que nos confirma si realmente estamos en presencia de una
aflatoxicosis. Es en esta etapa donde toma importancia establecer un marco metodologico
base para actividades periciales bioquimicas en eventos toxicologicos, tanto en animales

como en humanos.

Actualmente la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC) y el Comité
Europeo de Normalizacion (ECS) proveen un marco metodologico normatizado para
diferentes micotoxinas, validados por estudios interlaboratorio. La AOAC establece alrededor
de cuarenta métodos validados para andlisis de micotoxinas pertenecientes a diferentes
familias quimicas, mientras que el ECS ha publicado un documento con criterios especificos

para varios métodos de analisis de micotoxinas.

La estructura cumarinica de la aflatoxina y la presencia de grupos cetonicos en la
molécula, le confieren dos propiedades importantes para la deteccion cromatografica: la

polaridad y la fluorescencia bajo luz UV (Céspedes, 1997) [66].

Las técnicas analiticas mas empleadas en el analisis de aflatoxinas, considerando la

extraccion, purificacion, exploracion o screening y de confirmacion son las siguientes [6]:
a) Extraccion y purificacion

La mayoria de los métodos utilizados para la determinacion de micotoxinas precisan de
métodos confiables de extraccion y purificacion. Estos pasos son vitales para un protocolo
exitoso, ya que estas determinaciones consumen mucho tiempo, entre ellas, la preparacion de
la muestra insume aproximadamente dos tercios del tiempo total, afectando la eleccion final

de procedimiento de deteccion.

El método utilizado para extraer micotoxinas de la matriz bioldgica es dependiente de la

estructura de la toxina, entre ellas, las toxinas hidrofobas como las aflatoxinas se extraen
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usando disolventes orgénicos [67]. Los solventes orgdnicos mds utilizados en la extraccion
son el metanol, acetona, acetato de etilo, acetonitrilo, diclorometano y hexano y mezcla de

ellos [6].
Elegir solvente o disolvente

La eleccion de los disolventes de extraccion también es dependiente de la matriz de la que
se requiere extraer la toxina, ya que mezclas quimicas diferentes pueden afectarla. El
procedimiento de purificacion utilizado en un protocolo es el paso mas importante, ya que la
pureza de la muestra afecta la sensibilidad de los resultados. Cantidades traza de una
molécula diana pueden estar enmascarados por compuestos que interfieren, encontrados no
solo en la matriz, sino en los productos quimicos, materiales y disolventes utilizados en la
técnica. La cristaleria también debe estar libre de contaminacion, tales como detergentes
alcalinos, que pueden formar sales con los compuestos y dando como resultado tasas de

deteccion mas bajos [67].

Las técnicas mas utilizadas para extraccion y purificacion en el analisis de micotoxinas

son las siguientes [6,68,69]:

1. Extraccion en fase solida;:

. Extraccion en fase sélida convencional.
. Extraccion con columnas Mycosep.

. Dispersion de matriz en fase solida.

. Microextraccion en fase solida.

2. Extraccion con columnas de intercambio i6nico.
3. Extraccion con columnas de inmunoafinidad.

4. Extraccion por fluidos supercriticos.

5. Extraccion asistida por microondas.

6. Extraccion acelerada por disolventes.

b) Técnicas de exploracion o screening
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La finalidad analitica de estas técnicas es la de descartar, de una manera rapida, las
muestras negativas y reducir al maximo el nimero de andlisis. Se aplican cuando existe un
gran numero de muestras, sin embargo, es recomendable usar alguna técnica de confirmacion
para validar los resultados positivos, dado que en general los métodos de screemning son
relativamente sensibles, pero poco selectivos. Las técnicas de exploracion mas usadas para el

analisis de micotoxinas son los inmunoensayos y los biosensores [6].

Inmunoensayos. La técnica de inmunoensayos para analitos moleculares pequefios
(haptenos), como las aflatoxinas en solucion, se pueden realizar como ensayos homogéneos
sin separacion de los reactivos, aunque siendo mds comunes las pruebas heterogéneas en las
que los reactivos sin reaccionar se eliminan antes de la evaluacion. Hay tres tipos de ensayo
que utilizan concentraciones limitadas de anticuerpos: 1) ensayo indirecto competitivo; 2)

ensayo directo competitivo y 3) ensayo no competitivo [70].

Dos técnicas se han usado ampliamente para el andlisis de micotoxinas: el
radioinmunoensayo (RIA) y el enzimoinmunoensayo (ELISA). El primero de ellos consiste
en afadir al medio de reaccion un anticuerpo especifico y una cantidad conocida de la
micotoxina marcada radioactivamente, la cual se incuba con las muestras problema. Tras un
lavado del medio, se mide la radioactividad emitida por la muestra con un contador de
centelleo. La medida obtenida es inversamente proporcional a la concentracion de la
micotoxina en la muestra problema. La técnica de ELISA se basa en la reaccion especifica

antigeno-anticuerpo y puede ser de tipo competitivo directo o indirecto [71].

Biosensores. Un biosensor es un dispositivo para la deteccion de un analito que combina
un componente bioldgico con un componente detector fisicoquimico. Una tecnologia
prometedora para la deteccion rapida de aflatoxinas es el biosensor de resonancia de
plasmones? superficiales (SRP). El principio de la resonancia de plasmon superficial se basa
en la deteccion de un cambio del indice de refraccion del medio, cuando un analito se une a

una molécula inmovilizada (anticuerpo) [72].

La utilizacion de biosensores para la deteccion de aflatoxinas constituye una herramienta
muy util como una “prueba de campo” cualitativo/semicuantitativo para la identificacion de

muestras “positivas”, permitiendo reducir el nimero de muestras que se tienen que analizar

2 Plasmones: Modos colectivos de oscilacion de los electrones de un metal (S Lal, 2007).
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con métodos estandar. Los ensayos utilizando biosensores poseen la ventaja de ser rapidos,
faciles de realizar y de bajo costo en relacion a ELISA o Cromatografia de Gases Masas (GC/
MS) para el andlisis de alimentos. Para asegurar la eficacia y confiabilidad en la utilizacion
de biosensores son necesarias mejoras en los parametros analiticos como la precision,

exactitud y los limites de deteccion, especialmente en aplicaciones para las aflatoxinas [72].
c) Técnicas de confirmacion

Seglin Soriano et al (2007), las técnicas mas empleadas en los ultimos 30 afios para el
analisis de las aflatoxinas son: cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con un 70%

de uso, cromatografia de capa fina con un 23% y electroforesis capilar con un 2% [6].

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Esta metodologia se constituye en la
mas utilizada para detectar aflatoxinas. Se basa en técnicas cromatograficas como el HPLC
combinados con un detector de fluorescencia o con nuevos equipos como el UPLC (Ultra

Pressure Liquid Chromatography) que mejoran sus caracteristicas.

La cromatografia es un procedimiento analitico que se basa en la separacion fisica,
identificacion y cuantificacion de los constituyentes de una mezcla. El principio se
fundamenta en los equilibrios de concentracion de los compuestos presentes entre dos fases
no miscibles. Una de cllas, llamada fase estacionaria, esta inmovilizada en una columna o
fijada sobre un soporte y la otra, llamada fase movil liquida, normalmente constituida por una
mezcla de disolventes de distinta fuerza eluotropica, se desplaza en el seno de la primera. El
proceso cromatografico ocurre como resultado de una repeticion de etapas de
absorcion/desorcion durante el movimiento de los analitos a través de la fase estacionaria.
Finalmente, la separacion es consecuencia de los diferentes coeficientes de distribucion entre
los componentes de una muestra, jugando un papel fundamental la eleccion de la columna y
de la fase movil. La velocidad de elucion de los analitos de interés presentes en la fase movil
dependera de la solubilidad de éstos en la fase mévil y de la fuerza de interaccion de dicho

compuesto con la fase estacionaria [73].

Varios métodos analiticos han sido desarrollados y continuamente mejorados para la
determinacion de las principales aflatoxinas, teniendo cada uno de ellos ventajas y

desventajas para su utilizacion (Tabla 9). Entre las técnicas més frecuentemente usadas para
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medir micotoxinas en cereales y subproductos es la HPLC acoplada a extraccion con
columnas de inmunoafinidad [68,69]. Varios métodos inmunoldgicos, ELISA y otras pruebas
rapidas basadas en anticuerpos, son generalmente usadas para screening, aunque estos

métodos requieren a menudo analisis confirmatorios con métodos mas robustos.

Tabla 9. Ventajas y desventajas de métodos tradicionales y emergentes para el analisis de

micotoxinas [74]

Método Ventajas Desventajas

Equipo costoso, requiere experticia, requiere
Analisis simultaneo de micotoxinas, buena  derivatizacion, problemas de interferencia de
CG sensibilidad, puede ser automatizado matriz, curva de calibracion no lineal, efectos de
(automuestreador). arrastre de la muestra anterior, variacion en
reproducibilidad y repetibilidad.

Buena sensibilidad, buena selectividad, buena

repetibilidad, puede ser automatizado Equipo costoso, requiere experticia, puede requerir
HPLC . e R

(automuestreador), tiempos de analisis cortos, derivatizacion.

métodos oficiales disponibles.

Muy costoso, requiere experticia, la sensibilidad
depende de la técnica de ionizacion, curva de
calibracion asistida por la matriz (para analisis
cuantitativo), falta de estandares internos.

Analisis simultaneo de micotoxinas, buena
LC/MS sensibilidad, provee confirmacion, no requiere
derivatizacion.

Preparacion simple de la muestra, equipo no Reactividad cruzada con micotoxinas

ELISA costoso, alta sensibilidad, analisis simultaneo relacionadas, problemas de interferencia de
de multiples muestras, til para screening, matriz, posibles resultados falsos negativos/
uso limitado de solventes organicos. positivos, requiere confirmacion.

GC = Gas Chromatography; HPLC = High Performance Liquid Chromatography. LC/MS = Liquid
Chromatography/ Mass Spectrometry; ELISA = Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.

En Espatia, el cribado de esta molécula se realiza por medio de técnicas inmunoquimicas,
inmunocromatografia o ELISA, disponibles en formato kit comercial. Esta tecnologia se
destaca por su rapidez, costo y manipulacion sencilla. La confirmacion de las mismas se lleva

a cabo mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion HPLC [68,69,75,76].
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Conclusiones

Con base en la informacion consultada y al andlisis realizado en este trabajo de investigacion

es posible establecer las siguientes proposiciones:

. La presencia de toxina AFB, y AFM, en los sistemas productivos primarios no
controlados y en plantas procesadoras lacteas representa un riesgo cuyo efecto a largo plazo

podria manifestarse como cancer u otros sindromes dafiinos para la salud humana.

. Estas contaminaciones producen efectos agudos o crénicos sobre la anatomia y

funcionalidad de las personas expuestas.

. Los efectos toxicos derivados de contaminaciones quimicas de alimentos involucran
aspectos juridicos que contemplan la presuncion de dafio anatomico-funcional del cuerpo o

de la salud de las personas, los cuales deben ser considerados para su evaluacion.

. La adopcion de buenas practicas agricolas y ganaderas mediante el control sanitario
de los animales productores de leche y en todas las etapas de los cultivos de la dieta animal
permiten evitar o disminuir la contaminacion de los animales y en los procesos industriales

posteriores.

. Para cumplir con los estdndares deseables de calidad e inocuidad que permitan reducir
los riesgos a un minimo aceptable es necesario que los sistemas productivos primarios
adopten y cumplan las normas emitidas por el Codex Alimentarius y las de la Organizacion

de las Naciones Unidas para la alimentacion y la Agricultura (FAO).

. La implementacion de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) en la industria
lactea, incluidas en el Codigo Alimentario Argentino (CAA) y la Norma IRAM NM-
323:2010 que establece un sistema de andlisis de peligros y puntos criticos de control

constituyen herramientas clave para lograr la inocuidad de los alimentos lacteos producidos.

. En el proceso industrial, el envasado representa una de las operaciones donde el

riesgo de contaminacién alimentaria por un entorno contaminado con AFM,, podria
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incorporarse al alimento debido a que la operacion de llenado puede variar segtin la magnitud

de la industria lactea.

. Las determinaciones analiticas con alta sensibilidad y rapidez en las lineas de
produccion/envasado permiten reducir los costos de produccion y el tiempo de exposicion a

contaminantes.

. Evaluaciones en empresas lacteas de Cérdoba muestran que cumplen con todas las
normas de inocuidad necesarias para evitar el riesgo toxicologico asociado a la Aflatoxina

AFM, en la etapa del proceso de envasado de la leche.

. Las empresas de baja produccion, aunque cumplen las normas de inocuidad, poseen
un Sistema de Gestion de Inocuidad parcialmente documentado y poco eficaz, aumentando el

riesgo de presencia de contaminantes en el proceso productivo a largo plazo.

. En los estudios biologicos, los datos epidemiologicos, los signos clinicos y las
lesiones patologicas permiten un diagndstico presuntivo parcial que debe confirmarse con

pruebas de identificacion y cuantificacion de laboratorio.

. La presencia de AFM,; constituye un biomarcador confiable de intoxicacion

alimentaria por aflatoxina AFB;.

. Las pruebas de laboratorio establecen una etapa clave para poder determinar un marco
metodologico base para actividades periciales bioquimicas en eventos toxicoldgicos, tanto en

animales como en humanos.

. Pruebas hepaticas de enzimas en sangre periférica, trastornos hematologicos y
pruebas inmunoldgicas alteradas por efecto de inmunosupresion que ejerce la aflatoxina en el

organismo animal constituyen pruebas confiables de efectos de aflatoxinas.

. La utilizacion de biosensores constituye una herramienta muy util, facil y rdpida a

nivel de campo para la deteccion de muestras “positivas” de aflatoxinas.

. El método mas aconsejado para la identificaciéon y/o confirmacion es el uso de
columnas de inmunoafinidad con anticuerpos monoclonales especificos para AFM; seguido

de deteccion y cuantificacion por HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion).
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Consideraciones finales.

El impacto de la presencia de microorganismos patdgenos y contaminantes quimicos de
origen bioldgico contintia despertando preocupacion en la industria alimentaria, autoridades
politicas de la salud y en los consumidores. En este contexto y pese a las mejoras
tecnologicas introducidas en los ultimos afios, los productos lacteos siguen siendo causa de

eventos toxicoldgicos que afectan la salud de la poblacion.

Considerando que la seguridad de los productos alimenticios lacteos se garantiza priorizando
un enfoque preventivo, el objetivo de este trabajo de investigacion es concientizar sobre esta
sensible problematica, aportando una valiosa informacion para que las autoridades politicas,
de salud y empresariales, tanto regionales como provinciales permitan seleccionar, planificar
y desarrollar alternativas tecnologicas y cientificas que fortalezcan las medidas legislativas
inherentes a la prevencion y control de eventos toxicologicos derivados de la exposicion a
aflatoxinas. Ademas, que los resultados obtenidos permitan avanzar hacia la formacion,
consolidacion y capacitacion de equipos de trabajo e investigacion interdisciplinarios
capacitados en la problematica de salud publica asociada a las cadenas agroalimentarias.
Entre ellos, la actuacion de los profesionales Peritos Quimicos, especialistas en Bioquimica,
se torna fundamental en la evaluacion de las caracteristicas bioldgicas de las muestras y de
los procesos quimicos derivados de intoxicaciones en los seres vivos. Su actuacion permite
ademads contextualizar, mediante estudios y analisis, los procesos bioquimicos involucrados
con el objetivo de poder ayudar en las asignaciones de responsabilidades legales y contribuir
para un marco de planificacion estratégico de prevencion y control de eventos toxicologicos

de origen alimentario.
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Anexo 1

: NORMA IRAM-NM
ARGENTINA 323+
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criticos de control (HACCP)

Réquisitos

Hazard Analysis and Critical Control Points System (HACCP)
Requirements

La presente reemplaza a la norma IRAM 14104: 2001.

@ Referencia Numérica:

IRAM-NM 323:2010

Copia para us
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